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Resumen 
Se prepararon micropartículas sólidas lipídicas (MSL) a partir de mezclas binarias de 
alcohol estearílico y aceite de ajonjolí, conteniendo aceite esencial de Cidrón (Aloysia 
triphylla) mediante la técnica de emulsificación por ultrasonido. Las MSL fueron 
caracterizadas por forma, tamaño, índice de polidispersidad (IP), contenido de activo y 
perfil de liberación in vitro. El efecto de la adición del aceite de ajonjolí sobre la 
cristalinidad de la matriz lipídica fue estudiada mediante calorimetría diferencial de 
barrido (CDB) y difracción de rayos X (DRX). La composición del aceite esencial fue 
determinada utilizando cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. La 
actividad biológica del aceite fue evaluada frente a Botrytis cinerea, Sclerotinia 
sclerotiorum y Alternaria alternata mediante el método de microatmósfera. Se obtuvieron 
micropartículas esféricas de tamaños comprendidos entre 400 nm y 820 nm. El IP estuvo 
en un rango de 0,360–0,630 sugiriendo una moderada dispersión de tamaño. La 
eficiencia de carga de las partículas lipídicas preparadas desde mezclas binarias fue 
superior al 90 % mientras que en las micropartículas preparadas solo con alcohol 
estearílico fue del 89 %. Todas las formulaciones mostraron una marcada reducción en 
la velocidad de liberación de volátiles con respecto al aceite puro. El mecanismo de 
liberación parece ser predominantemente difusivo, sin embargo, los resultados de CDB y 
DRX indican que posiblemente fenómenos de cristalización también estén involucrados. 
La adición de aceite de ajonjolí permitió obtener micropartículas de menor tamaño, bajo 
IP, más estables y con mejor control de la liberación. 
 
Palabras clave: Micropartículas sólidas lipídicas, aceite esencial, Aloysia triphylla, 
liberación controlada, emulsificación por ultrasonido. 
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Abstract 
 
Solid lipid microparticles (SLM) containing Cidron (Aloysia triphylla) essential oil were 
prepared by ultrasonic emulsification technique using stearyl alcohol and sesame oil as 
lipid matrix. Particles were characterized for size, shape, polydispersity index (PI), 
encapsulation efficiency and in vitro release behavior. The effect of the sesame oil on the 
crystallinity of the lipid matrix was investigated by using differential scanning calorimetry 
(DSC) and X-ray diffraction (XRD) techniques. The composition of the essential oil was 
determinated by using gas chromatography-mass spectrometry. The essential oil 
biological activity was evaluated against Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum and 
Alternaria alternate by vapor contact method. Spherical microparticles ranging in size 
between 400 and 820 nm were obtained. PI values were between 0.360 and 0.630, 
suggesting moderate particle size distribution. The encapsulation efficiency using lipid 
matrix prepared from binary mixtures of stearyl alcohol and sesame oil was higher than 
90%.  Contrary, particles prepared from stearyl alcohol only encapsulated the 89% of the 
essential oil. All formulations exhibited marked reduction in the rate of volatile compound 
release compared with the pure oil. Diffusion could be proposed as the mechanism for 
the essential oil release.  However, DSC and XRD results suggest that crystallization 
phenomena could also be involved. Sesame oil led to the smallest and stable 
microparticles characterized by low PI and an improved release behavior. 
 
Keywords:Solid lipid microparticle, essential oil, Aloysia triphylla, controlled release, 
ultrasonic emulsification.  
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Introducción 
En los últimos años uno de los principales retos para la sociedad moderna se ha 
centrado en la manera de producir los alimentos que necesitamos sin provocar más 
daños a los paisajes y ecosistemas naturales. El fitomejoramiento de variedades de 
cultivos ha aumentado considerablemente los rendimientos en las últimas décadas, esto 
a su vez ha reducido la superficie de tierra que de otro modo se habría dedicado a la 
agricultura como consecuencia de un mundo cada vez más poblado. Sin embargo, estas 
nuevas variedades de cultivos también han conducido a considerables cambios en las 
prácticas agrícolas asociados al uso cada vez mayor de fertilizantes, pesticidas y agua de 
irrigación, cambios que en la mayoría de los casos van en detrimento de los ecosistemas 
y la vida salvaje (Hails, 2002). Las nuevas prácticas agrícolas han traído enormes 
beneficios pero también muchos costos ambientales, el futuro de la producción de 
alimentos está, por tanto, estrechamente ligada al futuro del medio ambiente.  
Existe un consenso general en que la agricultura tiene la capacidad de satisfacer las 
necesidades alimentarias de miles de millones de personas, mientras disminuye 
sustancialmente la proporción de la población que pasa hambre. No obstante, hay poco 
consenso acerca de cómo puede lograrse por medios sustentables. La sustentabilidad 
implica no solo altos rendimientos en las cosechas, sino que estos se mantengan en el 
tiempo con el menor impacto para el medio ambiente. Los principales impactos de la 
agricultura provienen de la conversión de ecosistemas naturales para la agricultura, 
nutrientes agrícolas que contaminan hábitats terrestres, acuáticos y aguas subterráneas 
y del uso intensivo de pesticidas especialmente los bioacumulativos o contaminantes 
agrícolas orgánicos persistentes, los que pueden ser muy peligrosos para la salud 
(Tilman  et al., 2002). 
Independiente al uso de variedades provenientes por fitomejoramiento o por ingeniería 
genética, es claro que el empleo de agroquímicos en las prácticas agrícolas no puede ser 
del todo suprimido. En la actualidad varios millones de toneladas de agroquímicos son 
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anualmente consumidos en la producción agrícola para aumentar y mantener el 
rendimiento de las cosechas y para controlar hongos, malezas, insectos y otras pestes. 
De tres a siete millones de toneladas de pesticidas son producidos anualmente y el 
consumo no solo de pesticidas sino de fertilizantes cada vez es mayor, agravando el 
problema ambiental asociado (Schwarzenbach et al., 2010). 
Entonces, ¿Cómo puede tal costo ser minimizado mientras se incrementa la producción 
agrícola? Como primera aproximación la respuesta será incrementar la producción 
agrícola sin incrementar el impacto negativo hacia el medio ambiente, esto es, mejorar la 
eficiencia de los fertilizantes y el consumo de agua junto con el manejo integrado de 
plagas que minimicen la necesidad de pesticidas tóxicos. Pero en realidad lograr tal 
escenario constituye quizá uno de los más grandes desafíos científicos que la humanidad 
enfrenta a causa de la disparidad entre los objetivos económicos y ambientales y al 
desconocimiento de muchos de los procesos biológicos, biogeoquímicos y ecológicos 
(Tilmanet al., 2002). 
 El impacto negativo del uso de pesticidas modernos ha dirigido la creación de un nuevo 
campo de investigación en lo que se denomina química verde. Este campo incluye el 
diseño de nuevos procesos y métodos que reducen el uso y generación de sustancias 
peligrosas. Los productos naturales como los aceites esenciales son una alternativa 
excelente a los pesticidas sintéticos como medio para reducir el impacto negativo a la 
salud y el medio ambiente (Manker, 2004). 
 
A través de los años los aceites esenciales han demostrado poseer propiedades 
insecticidas, antifúngicas y antibacterianas prometedoras para ser utilizados en el control 
integrado de pestes (Gupta  et al., 2011). Sin embargo, algunos problemas relacionados 
con su elevada volatilidad e inestabilidad frente a factores ambientales tienen que ser 
resueltos antes de que puedan ser eficientemente empleados. Además, los procesos de 
producción deben ser en la medida de lo posible limpios o “verdes” para que la 
connotación de producto natural o biopesticida se mantenga. Estos biopesticidas podrían 
ser integrados a la cadena productiva de los productos agrícolas orgánicos mejorando 
sus rendimientos y desempeño en los mercados internacionales (Sheng et al., 2009). 
 
Como un aporte en este sentido, el presente estudio intenta desarrollar una nueva 
metodología para la encapsulación de aceites esenciales que permita su utilización más 
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eficiente como pesticidas naturales dentro de un proceso limpio y sin la utilización y 
generación de sustancias peligrosas. Además, hasta donde tenemos conocimiento, este 
trabajo es pionero en Colombia y los resultados obtenidos permitirán llevar a cabo 
investigaciones aplicadas en las industrias farmacéutica, cosmética y de los alimentos.

  
 
 
1. Marco teórico 
1.1 Aceites esenciales 
Los aceites esenciales, también denominados esencias, aceites volátiles, aceites etéreos 
o aetheroleum, pueden ser definidos como una mezcla compleja de constituyentes 
volátiles aromáticos biosintetizados por organismos vivos (principalmente plantas, debido 
a la estricta prohibición en cuanto a la utilización de materias primas de origen animal), 
extraídos  de su matriz bien sea por destilación por arrastre con vapor,  por destilación 
seca o por algún procedimiento mecánico apropiado sin calentamiento. Los aceites 
esenciales generalmente son separados de la fase acuosa por algún procedimiento físico 
que no implica ningún cambio significativo en su composición (Mascret, 2010). Pueden 
contener entre 20 y 60 componentes a diferentes concentraciones, se caracterizan por 
tener dos o tres componentes mayoritarios en muy elevadas concentraciones (20-70%) 
en comparación con los otros componentes presentes, los que estan en cantidades traza 
(Bakkali et al., 2008). 
1.1.1 Composición de los aceites esenciales 
Los aceites esenciales comprenden compuestos volátiles de distinto origen biosintético. 
Están compuestos principalmente por metabolitos secundarios - aunque para algunos 
autores sería mejor denominarlos como metabolitos especializados (Gang, 2005; 
Picherskyet al., 2006), usualmente clasificados en terpenoides, derivados del ácido 
shikimico o fenilpropanoides, policétidos y alcaloides. Por lo que concierne a los aceites 
esenciales, los más importantes son los terpenoides y en segundo lugar los derivados del 
ácido shikimico. Existen algunos policétidos de importancia en los aceites esenciales 
pero muy pocos alcaloides. Todos ellos son hidrocarburos y sus derivados oxigenados. 
Algunos pueden tener derivados nitrogenados o azufrados y pueden existir en forma de 
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alcoholes, ácidos, ésteres, epóxidos, aldehídos, cetonas, aminas, sulfuros, etc. (Başeret 
al., 2007; Sell, 2010). 
1.1.2 Actividad biológica de los aceites esenciales 
Los aceites esenciales son conocidos por sus propiedades antisépticas, es decir, 
bactericidas, virucidas y fungicidas, por sus propiedades medicinales y, por supuesto, por 
su aroma. Se han usado en numerosas aplicaciones a lo largo de la historia, como 
agentes embalsamantes, en la preservación de los alimentos, como analgésicos, 
sedativos, antiinflamatorios, espasmolíticos, entre muchas otras (Bakkali  et al., 2008). En 
las plantas los componentes que forman los aceites esenciales cumplen básicamente 
tres funciones importantes y especializadas (Jürgens et al., 2010; Maffei, 2010). Una de 
las principales funciones de los volátiles de las plantas (buena parte de los aceites 
esenciales), y quizá la más documentada, es la de servir como atrayente para 
polinizadores y dispersadores de semillas (Pichersky, 2002; Yu et al., 2009). La segunda 
función de los volátiles de plantas consiste en atraer a los enemigos naturales de los 
herbívoros (Kessler et al., 2001; Baldwin et al., 2002; Arimura, 2005) y finalmente la 
tercera función es la de actuar como compuestos de defensa directa para la planta 
(Holopainen, 2004; Heil, 2010). 
 Por otro lado, el papel de los volátiles de las plantas como mensajeros capaces de 
activar respuestas en otras partes de la planta o incluso en otras plantas vecinas se 
encuentra plenamente demostrado. De hecho, las plantas prefieren utilizar sustancias 
volátiles como mensajeros para transmitir información entre sus diferentes partes en 
lugar de utilizar el sistema vascular, debido a que resulta una ruta mucho más rápida y 
precisa (Pichersky, 2004; Gershenzon, 2007; Maffei et al., 2007).Adicionalmente, muchas 
otras actividades de los volátiles de las plantas (ya como aceites esenciales) han sido 
encontradas y representan un área de creciente interés científico. 
El cidrón, Alloysia triphylla (L’Herit.) Britton (Conocido también como Alloysia citriodora, 
Lippia citriodora. Lippia triphylla, o Verbena citriodora) es un arbusto originario de 
América del sur donde crece silvestre y desde donde se ha introducido al resto del 
mundo. Es muy valorado no tanto por sus propiedades biológicas, como por su agradable 
aroma (Dellacasa y Bandoni,  2003). El aceite esencial de Cidrón ha sido reconocido por 
sus propiedades antimicrobianas frente a  Escherichia coli (Duarte et al., 2007; Romeo et 
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al., 2008; Romeo et al., 2010), Staphylococcus aureus, Listeria innocua (Romeo et al., 
2010), Candida albicans (Duarte et al., 2005). Igualmente se han informado 
investigaciones que evidencian su actividad antioxidante (Díaz, 2007) e insecticida 
(Zoubiri S, Baaliouamer A, 2011). Sin embargo, son todavía muy pocos los estudios 
realizados con el aceite esencial de cidrón y muchas de sus posibles aplicaciones son 
desconocidas. 
1.2 Sistemas de liberación controlada 
La liberación de sustancias biológicamente activas y sustancias relacionadas es 
probablemente una actividad tan antigua como lo es la vida en nuestro planeta 
(Rathbone et al., 2000). Un sistema de liberación ideal es aquel que provee la sustancia 
solo cuando y donde es necesaria y en la cantidad requerida para generar la respuesta 
deseada. Prueba de ello es justamente la liberación controlada de volátiles por las 
plantas. En la práctica, este sistema debe proporcionar un perfil programable de 
concentración en función del tiempo, es decir, un perfil de liberación y velocidad 
controlada que produzca la respuesta esperada (Lee et al., 1978). Este objetivo puede 
lograrse, por lo menos en parte, mediante el uso de la tecnología de los sistemas de 
liberación controlada. 
Las tecnologías de liberación controlada son usadas para liberar compuestos como 
fármacos, agroquímicos, aromas y sabores entre otras sustancias biológicamente activas 
a la velocidad prescrita junto con una mayor eficacia, seguridad y conveniencia (Romero-
Canoa et al., 2002).  Tales sistemas de liberación controlada han sido estudiados y 
desarrollados para mejorar el rendimiento de las sustancias biológicamente activas y en 
particular para aumentar la respuesta esperada y reducir los efectos secundarios. El 
concepto básico de estos sistemas es que la tasa de asimilación puede ser ajustada a 
través de una velocidad controlada de liberación desde las formas de dosificación 
(Efentakis et al., 2006) 
El concepto de liberación controlada puede ser engañosamente simple: Se trata de 
disponer de la cantidad correcta de un agente activo en el momento y lugar adecuado. La 
liberación controlada es un término que representa un número creciente de técnicas 
mediante las cuales los productos químicos activos se ponen a disposición de un objetivo 
específico a un ritmo y duración diseñados para lograr el efecto deseado. (Jacobs et al., 
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1993). La capacidad de controlar la dosis administrada de un principio activo durante 
largos períodos de tiempo y dirigirlo a un sitio específico de acción  ha dado lugar a una 
variedad de procedimientos que son más efectivos, consumen menos principio activo y 
tienen menos efectos secundarios, sin embargo, el diseño y desarrollo de estos sistemas 
sigue siendo un gran desafío para científicos e ingenieros de diversas disciplinas. 
1.2.1 Sistemas de liberación controlada en la industria 
agroquímica 
En lo que se refiere al uso de agroquímicos, dependiendo del método de aplicación y las 
condiciones climáticas, hasta el 90% de los agroquímicos convencionales no llegan a su 
objetivo de producir la respuesta biológica deseada en el momento preciso y en las 
cantidades exactas necesarias (Akelah, 1996). La ocurrencia de pérdidas por escorrentía 
de agroquímicos es determinada en gran medida por las propiedades hidráulicas del 
suelo; permeabilidad, modelos de flujo de agua, topografía y condiciones meteorológicas 
además de las propiedades específicas de los compuestos; características de su 
solubilidad y adsorción en los suelos, información que a la fecha es incompleta o no se 
ha estudiado a profundidad (Schwarzenbach et al., 2010). Los resultados de estas 
ineficiencias son inespecíficos y conllevan a la aplicación periódica de los agentes 
activos. Ambos factores, además de aumentar el costo del tratamiento, producen efectos 
secundarios no deseados no solo en el medio ambiente sino también en la planta (Mogul 
et al., 1996). 
A pesar del esfuerzo realizado por la industria de los pesticidas en las últimas décadas 
con el desarrollo de nuevos agroquímicos más eficaces y biodegradables y la producción 
de nuevos tipos de formulaciones tales como los concentrados en suspensión, 
concentrados tipo emulsión, gránulos, líquidos solubles entre otros (Mulqueen, 2003), 
hay  todavía muchos problemas importantes derivados de la liberación inmediata de los 
ingredientes activos que los componen. Esta situación conduce a riesgos de toxicidad 
cerca de los cultivos como consecuencia de las altas concentraciones de la masa activa 
aplicada, así como por la pérdida de los ingredientes activos como consecuencia de 
procesos como la biodegradación, la degradación química, la fotólisis, la evaporación, la 
escorrentía superficial y la filtración a las aguas subterráneas, sin considerar el peligro 
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específico de estas formulaciones a los encargados de aplicarlas, sea por porque son 
inhaladas de forma o porque son absorbidas a través de la piel (Flores et al., 2007). 
Recientemente, la tecnología de liberación controlada surgió como una alternativa que 
permite solucionar algunos de los problemas que acompañan la utilización de 
agroquímicos evitando los posibles efectos secundarios.  
El uso de sistemas de liberación controlada de agroquímicos tiene varias ventajas. Si 
estos ingredientes activos son químicamente combinados, disueltos o encapsulados en 
diversos materiales, su aplicación al suelo o a cualquier otro medio puede resultar en la 
liberación del ingrediente activo por hidrólisis o por difusión, a una velocidad controlada. 
Por lo tanto, la pérdida del agente activo por degradación, evaporación o lixiviado se 
reduce al mínimo (Mogulet al., 1996). 
La aplicación de tales combinaciones da lugar a un uso mucho más eficiente del 
agroquímico por unidad de peso, así como a un período más largo de uso por la misma 
cantidad, que si se aplicara por los métodos convencionales. Si el ingrediente activo 
estuviese contenido, sería menos susceptible al ataque de bacterias u hongos. 
Combinaciones diseñadas para ofrecer protección prolongada eliminarían el costo no 
solo económico sino ambiental de las aplicaciones repetidas. Muchos de los pesticidas 
que son fácilmente biodegradables, y por lo tanto deseables, son altamente tóxicos. 
Debido a su movilidad en el agua y en el aire, su aplicación es también un peligro para la 
fauna circundante. Por otro lado, la sustancia activa encapsulada, por ser sólida puede 
ser fácilmente manipulada y transportada de un lugar a otro. Además, el material podría 
ser procesado y distribuido por máquinas convencionales. (Akelah, 1996; Dubey et al., 
2011; Jacobs, 1993; Mogul et al., 1996; Mulqueen, 2003). 
Las grandes cantidades de agroquímicos que se aplican para conseguir efecto por un 
largo periodo de tiempo pueden causar, como ya se mencionó, fitotoxicidad. En 
formulaciones de liberación controlada que no entreguen todo el contenido de una vez 
este problema no debe surgir. Por otra parte, las formulaciones solidas pueden minimizar 
los errores asociados con la medición y la dilución de concentrados líquidos. En el caso 
de pesticidas, debido a que la cantidad real necesaria para una respuesta biológica es 
pequeña, el material bajo condiciones de liberación controlada puede ser 
sustancialmente absorbido por el hospedero o atrapado y degradado en el suelo. Al 
eliminar la amplia distribución de grandes cantidades de agroquímicos, la saturación del 
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entorno ecológico se evitaría, y la lixiviación por la lluvia en las vías fluviales y del 
subsuelo podría ser aliviada (Mogul et al., 1996).  
A pesar de la preocupación pública generalizada para la salud a largo plazo y los efectos 
ambientales de los pesticidas sintéticos, especialmente en Europa y Norteamérica, los 
pesticidas naturales, tanto de origen microbiano y vegetal, todavía no han tenido mucho 
impacto en el mercado. Recientes acciones gubernamentales en los Estados Unidos, 
quizá el principal socio económico de Colombia, podrían restringir dramáticamente el uso 
de muchos pesticidas convencionales de los cuales se ha tenido dependencia por 
décadas (organofosforados y carbamatos), esto crearía a su vez una oportunidad de 
mercado significativa para productos alternativos y de menor riesgo basados en sistemas 
de liberación controlada. Los aceites esenciales han demostrado ser muy efectivos para 
el control de una amplia variedad de pestes entre los que se pueden incluir hongos 
(Arslan et al., 2010) e insectos (Coats et al., 1991; Rice et al., 1994; Regnault-Roger, 
1997; Gandhi et al., 2006), con la ventaja de ser en términos generales seguros para el 
medio ambiente y la salud humana. Los pesticidas naturales elaborados con aceites 
esenciales de plantas pueden representar protectores de cultivos cuyo momento aún no 
ha llegado (Inouye et al., 2000; Isman, 2000; Carlone, 2007; Tullio et al., 2006; Sharma et 
al., 2009; Camara et al., 2010), debido principalmente a que los aceites esenciales son 
demasiado volátiles y son susceptibles de la degradación por la luz, el calor, la humedad 
y el aire (Arana et al., 2010) por lo que su uso como posibles pesticidas naturales y en 
otras muchas aplicaciones, requiere el desarrollo de sistemas que permitan mejorar su 
manipulación, prolongar la actividad biológica esperada y evitar su degradación. 
1.2.2 Microencapsulación de aceites esenciales 
Los procesos de microencapsulación permiten que un aceite esencial se incorpore en 
una matriz, para proveer un polvo seco y de flujo libre. Estos permite reducir la 
reactividad del aceite frente a las condiciones ambientales (estabilizar y proteger durante 
el almacenamiento), disminuir la velocidad de evaporación, controlar la velocidad de 
liberación y proveer liberación sostenida de los volátiles, estabilizar compuestos 
específicos, mejorar la compatibilidad con otros constituyentes en las formulaciones, 
prolongar la vida útil del producto y facilitar la manipulación del aceite esencial (Branon-
Pepas, 1993). 
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Los métodos para la microencapsulación de aceites esenciales pueden ser clasificados 
en métodos físicos (secado por aspersión y fluidos supercríticos), químicos 
(polimerización in-situ e interfacial e inclusión molecular) y fisicoquímicos (coacervación y 
solidificación) (Ré, 1998; Gharsallaoui et al., 2007).  
1.2.2.1 Secado por aspersión 
El secado por aspersión es un proceso mediante el que un compuesto fluido (solución, 
dispersión o emulsión) se convierte en un material particulado seco luego de su 
atomización o aspersión en una corriente  secante caliente que generalmente es aire o 
en raras ocasiones nitrógeno. El sistema de liberación obtenido es la  microesfera (en el 
que el principio activo está distribuido de forma homogénea en una matriz sólida). Los 
tamaños de partícula logrados con este método se encuentran alrededor de los 100 µm. 
(Gharsallaoui et al., 2007) aunque se pueden obtener dentro de un rango de 10 µm hasta 
3 mm (Ré, 1998). En la microencapsulación de aceites esenciales, este método ha sido 
el más empleado en investigación, lo que refleja su aptitud para el proceso y su amplia 
difusión. 
Dentro de las ventajas del secado por aspersión se pueden mencionar su bajo costo de 
operación y disponibilidad de los equipos, su flexibilidad puesto que permite la 
encapsulación de sustancias tanto líquidas como sólidas, la producción de partículas de 
buena calidad, buena retención de componentes volátiles y su amplia difusión en el 
campo industrial (Adamiec y Kalemba, 2006; Mahdi et al., 2008).  Por otro lado, dentro de 
las desventajas se puede mencionar la falta de un control completo en las etapas finales 
del proceso debido a la gran cantidad de factores que se deben optimizar, la presencia 
de una elevada cantidad de volátiles en la superficie de la partícula, el consumo 
energético significativo y el costo de instalación (Adamiec y Kalemba, 2006; Dong y 
Mujumdar, 2008). 
1.2.2.2 Fluidos supercríticos 
Este proceso implica el uso de fluidos supercríticos, entendiéndose como tales, 
sustancias a una temperatura y presión por encima de su punto crítico (que es una fase 
única en la que la sustancia demuestra propiedades tanto de gas como de líquido). El 
fluido que más se utiliza por su costo y disponibilidad entre otras ventajas es el CO2, 
debido a que es capaz de disminuir la temperatura de transición vítrea de muchos 
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polímeros (Ahmed, 2010).  Este método ha sido utilizado para la producción de sistemas 
particulados, micelas y liposomas. Para la encapsulación de líquidos se reporta el uso de 
la formación de partículas a partir de soluciones saturadas de gas (PGSS), formación de 
partículas a partir de soluciones saturadas de gas-secado y formación de polvo 
concentrado (CPF).  La formación de micelas de aceites esenciales se ha logrado 
mediante la extracción supercrítica de emulsiones y la formación de liposomas por los 
métodos de inyección y descompresión (Martinet al., 2010). 
Dentro de las ventajas del método se destacan que el dióxido de carbono es de baja 
toxicidad, no inflamable y es fácil lograr condiciones críticas, por otro lado ni el polímero 
ni el aceite requieren ser solubles en él, las condiciones de procesamiento (en cuanto a 
presión y temperatura) son moderadas, no hay utilización de solventes ni necesidad de 
removerlos (Gouin, 2004) es un proceso de un solo paso, es una tecnología 
ambientalmente aceptable (Yadav et al., 2008) y evita la oxidación o degradación térmica 
del aceite esencial y sus pérdidas. No obstante, la información sobre el método en cuanto 
a su aplicación sobre aceites esenciales es escasa y aún tiene limitaciones en cuanto al 
control del tamaño de la partícula (Galán y Martin, 2005). 
1.2.2.3 Polimerización in-situ e inter-facial 
En la polimerización inter-facial el cascarón de la cápsula se forma en la superficie de la 
gota por polimerización de monómeros reactivos. Las sustancias usadas son monómeros 
multifuncionales, tales como los isocianatos y los cloruros de ácido, utilizados 
individualmente o en combinación. El monómero es disuelto en el material líquido del 
núcleo, el que se dispersa en una fase acuosa que contiene un agente dispersante. Una 
amina co-reactiva se adiciona a la muestra lo que resulta en una rápida polimerización en 
la interfase y la generación de la pared de la cápsula.  Una cápsula de poliurea se forma 
cuando el monómero isocianato reacciona con una amina (agente co-reactivo), las de 
polinylon o poliamida se forman cuando un cloruro de ácido (monómero) reacciona con la 
amina (Jyothi et al., 2010). En la polimerización in-situ como en el caso anterior la 
formación del cascarón de la cápsula ocurre por la polimerización de monómeros 
adicionados en el reactor de encapsulación. En este proceso no se agregan agentes 
reactivos al material de núcleo. La polimerización ocurre exclusivamente en la fase 
continua y en el exterior de la interfase formada por el material del núcleo y la fase 
continúa. Inicialmente se forma un pre polímero que crece con el tiempo, se deposita en 
Marco Teórico 27
 
la superficie del material del núcleo disperso generando la cubierta sólida de la cápsula 
(Kageet al., 2002).  
Dentro de las ventajas de estas técnicas en la microencapsulación de aceites esenciales 
se pueden mencionar su adaptabilidad para encapsular aceites inmiscibles en agua (Lee 
et al., 2002), sus elevados rendimientos, su bajo costo de preparación y la facilidad para 
controlar el proceso de microencapsulación (Hwanget al., 2006), además se considera 
ideal para proteger materiales hidrofóbicos (Ostergaard y Hawkins, 2007). No obstante, 
en la literatura se reportan las siguientes desventajas: Las concentraciones de aceite de 
las microcápsulas no son elevadas (Bansode et al., 2010) y a pesar de que esta 
tecnología domina algunos sectores industriales (terminados de textiles), su éxito en 
aplicaciones de cuidado personal ha sido limitado (Hwang et al., 2006). 
1.2.2.4 Formación de complejos de inclusión molecular 
La encapsulación por inclusión molecular se basa en la capacidad que presentan algunos 
materiales como las ciclodextrinas (oligosacaridos de glucopiranosa), que pueden formar 
una cavidad en la que se pueden alojar moléculas hidrofóbicas. Existen tres tipos de 
ciclodextrinas, a saber α, β y γ, las que son de origen natural y se obtienen por 
modificación de las moléculas de almidón (Martin, 2004). 
Entre las ventajas del método se pueden mencionar que los métodos de “slurry” y pasta 
utilizan poca agua durante el proceso (Mareto et al., 2008), la mayor capacidad para 
encapsular moléculas hidrofóbicas con un tamaño adecuado. Igualmente, se destacan 
sus características únicas de liberación y la estabilidad que le imparten a los compuestos 
volátiles, además de que no producen irritación ni sensibilización dérmica (Sricharussin et 
al., 2009). De otro lado, dentro de las desventajas se pueden mencionar: Se les señala 
como un método de  baja capacidad de incorporar los aceites (carga) y las ciclodextrinas 
se consideran de alto costo, por lo que, según algunos autores no ha incursionado con la  
suficiente fuerza en el ámbito industrial. 
1.2.2.5 Coacervación o separación de fases 
La coacervación se define como la desolvatación parcial de una solución homogénea de 
polímero, separándose en una fase rica en polímero (coacervado) y otra pobre en 
polímero (medio de coacervación).  Existen dos tipos de coacervación; como  simple y 
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compleja. En la primera, se utiliza un agente de desolvatación para lograr la separación 
de las fases, mientras que en la compleja, mediante diferentes artificios (modificación del 
pH, interacciones de carga, etc.) se produce una complejación entre dos polímeros de 
carga opuesta. El mecanismo de formación en ambos casos es idéntico, excepto por la 
forma en que se lleva a cabo la separación de  las fases (Dong et al., 2007).  
La ventaja más importante que presenta  la coacervación simple sobre otros métodos de 
microencapsulación es permitir la producción fácil de microcápsulas que contienen 
sustancias hidrofóbicas como aceites esenciales (Leinmann et al., 2009).  Dentro de las 
desventajas de este método se pueden citar; la complejidad fisicoquímica del proceso 
(Donget al., 2007), el costo, se requiere un uso cuidadoso de los agentes de 
entrecruzado (como el glutaraldehido) y el elevado costo de operación comparado con 
otros métodos como el secado por aspersión, los que resultan más baratos y directos 
(Gouin, 2004). 
Los métodos de microecapsulación de aceites esenciales así como de otras sustancias 
son todavía relativamente costosos por lo que limitan su uso en ciertas aplicaciones de 
gran interés en la industria farmacéutica, cosmética y agroalimentaria. Una de las 
contribuciones más significativas al costo asociado con la microencapsulación es el 
número de pasos involucrados en el proceso. El costo de los solventes, los agentes 
coacervantes, y los materiales de recubrimiento seleccionados pueden también ser 
significativos. Además, el uso de solventes orgánicos ha sido desaprobado en la 
producción de sistemas de liberación controlada de principios activos por agencias 
regulatorias tales como la Food and Drug Administration, FDA, y la Environmental 
Protection Agency, EPA.    
La complejidad de los métodos de microencapsulación puede producir pérdidas 
significativas del principio activo, algunos métodos requieren el lavado y posterior secado 
de las partículas para remover solventes y otros reactantes o contaminantes lo que 
conlleva no solo a incrementar el costo y la complejidad del proceso, sino también, la 
disminución de los rendimientos.   
De acuerdo con esto, se hace necesario buscar métodos de microencapsulación 
mejorados que tengan un número reducido de pasos, mejor control de los parámetros de 
encapsulación y de  la dispersión del tamaño de las partículas obtenidas.  Además, 
Marco Teórico 29
 
también sería ideal que los materiales empleados fuesen no solo económicos sino 
biodegradables y preferiblemente de origen natural. 
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2. Estado del arte 
De las alternativas planteadas hasta ahora para tratar de solucionar algunos de los 
problemas asociados con la producción de micropartículas, los métodos basados en la 
tecnología de fluidos supercríticos (Tewes et al., 2006) junto con los sistemas basados en 
partículas sólidas lipídicas (Bunjes y Siekmann, 2006) parecen ser de los más 
prometedores. 
2.1 Nanopartículas solidas lipídicas (NSL) y 
transportadores lipídicos nanoestructurados (TLN) 
A principios de la década de 1990 los grupos de investigación de Müller (Berlín,  
Alemania), Gasco (Turín, Italia) y Westesen (Braunschweig, Alemania) trabajaban en el 
desarrollo de sistemas de encapsulación que permitieran reducir el uso de solventes 
orgánicos, los problemas de citotoxicidad y la dificultad para el escalonamiento de los 
sistemas basados en polímeros. También, intentaban solucionar los problemas con la 
liberación, la inestabilidad, la reproducibilidad y el bajo índice de acumulación observado 
en los liposomas y en las emulsiones tradicionales (Hou y Zhou, 2007). Fueron ellos los 
pioneros en proponer el sistema denominado nanopartículas sólidas lipídicas, NSL (Solid 
Lipid Nanoparticles, SLN). Para el 2008 más de 20 grupos de investigación estaban 
trabajando en nanopartículas lipídicas alrededor del mundo (Pardeike et al., 2009). Esto 
demuestra el creciente interés en el campo de las partículas sólidas lipídicas. Las NSL 
han sido estudiadas en varias aplicaciones farmacéuticas y diferentes vías de 
administración dentro de las que se pueden mencionar; parenterales (Joshi y Müller, 
2009), perorales (Casadei et al., 2006; Almeida et al., 2007), dérmicas (Pardeike et al., 
2009), oculares (Attama et al., 2008; Cavalli et al., 2002; Luo et al., 2011) y pulmonares 
(Lui et al., 2008; Chattopadhyay et al., 2007). Surgen como sistemas transportadores 
alternativos a las emulsiones, los liposomas y las nanopartículas poliméricas.  
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Las nanopartículas sólidas lipídicas son partículas que en lugar de ser micelas donde 
están disueltos los ingredientes activos, consisten en partículas sólidas de lípidos en las 
cuales se encuentra disuelto el ingrediente activo. Las NSL están compuestas de 0,1-30 
% p/p de lípidos sólidos dispersos en un medio acuoso y estabilizadas por un 
tensioactivo entre 0,5-5% p/p (Mehnert y Mäder, 2001) tal como se muestra en la figura 
2.1. (Mehnert et al., 2001). 
Las NSL presentan varias características que las hacen interesantes. Entre ellas se 
destacan una buena capacidad de carga del ingrediente activo, la factibilidad de 
encapsular sustancias tanto hidrofílicas como hidrofóbicas con diversas propiedades 
fisicoquímicas y farmacológicas, la posibilidad de preparar partículas “stealth” capaces de 
evitar el sistema retículo endotelial (RES), perfiles de liberación de pseudo-orden cero y 
tiempos prolongados de liberación (Zur Mühlen, 1998). Además, el empleo de excipientes 
de origen natural, totalmente biodegradables y biocompatibles, así como su fácil 
producción a escala industrial, entre otras, hacen de las SLN sistemas de liberación muy 
versátiles (Gasco, 2007). 
Sin embargo, uno de los principales problemas es la expulsión del fármaco al medio en el 
que se encuentran dispersas las partículas conforme transcurre el tiempo de 
almacenamiento. Las moléculas lipídicas comienzan a cristalizar en formas más estables, 
lo que conduce no solo a la reducción del tamaño de partícula, sino además, a la 
reducción de la capacidad de carga (Pardeike et al., 2009). 
Los Trasportadores Lipídicos Nanoestructurados, TLN (Nanostructured Lipid Carriers, 
NLC), son partículas producidas reemplazando parte del lípido sólido de las NSL, por un 
lípido o una mezcla de lípidos líquidos en una proporción de 70:30 hasta 99:1, 
manteniendo la matriz sólida a temperatura ambiente y corporal. El contenido global de 
sólidos puede ser incrementado hasta el 95%. Las ventajas de las TLN sobre las SLN 
son: la mayor cantidad de carga del principio activo, el menor contenido de agua de la 
suspensión y una mayor estabilidad debido a que no permite la recristalización de los 
lípidos sólidos; el tamaño permanece prácticamente invariable y se puede alojar buena 
cantidad del fármaco en las innumerables imperfecciones de la partícula (Joshi y Müller, 
2009). En la Figura 2.1 se representan uno de los métodos más comunes de preparación 
tanto de NSL como de TLN. Además, dependiendo del interés y de la aplicación estos 
sistemas pueden producirse en tamaños micrométricos, como micropartículas sólidas 
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lipídicas (MSL), empleando básicamente las mismas metodologías y los mismos 
excipientes.  
 
Figura 2.1 Homogenización a alta presión. 
En azul, se muestra el proceso denominado de homogenización en frío y en negro el proceso de 
homogenización a alta presión en caliente, este último es la metodología más utilizada (Mehnert et al., 2001). 
El empleo de NSL para la encapsulación de aceites esenciales ha resultado ser una 
técnica particularmente exitosa que permite incrementar a más del 90% la eficiencia de 
carga del aceite, obviando el uso de sustancias tóxicas (solventes y agentes de 
entrecruzamiento) y facilitando la producción a escala industrial. La primera aproximación 
se realizó hacia el año 2005 con la producción de micropartículas lipídicas cargadas con 
aceite de Junipero para su empleo en medicamentos tópicos contra el acné (Gavini et al., 
2005). Después, le siguieron una serie de estudios en los que se logró la producción de 
NSL del aceite esencial de Artemisia arborescens con potencial de aplicación agrícola 
(Lai, 2006) y contra el virus del herpes simple (Lai, 2007); del aceite esencial de geranio 
para emplearse como repelente para mosquitos (Snawi et al., 2008); del aceite esencial 
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de Nigella Sativa L para aplicaciones dérmicas y cosméticas debido a sus variadas 
propiedades terapéuticas (ALHaj et al., 2010) y finalmente la producción de TLN 
cargados con eugenol, el principal componente del aceite esencial del clavo, para el 
tratamiento de la candidiasis oral (Garg y Singh, 2011). Todos estos estudios mostraron 
excelentes resultados en cuanto a la capacidad de carga, la estabilidad de las 
nanopartículas, la notable reducción de la volatilidad y la retención de la actividad 
biológica pretendida.   
Sin embargo, los resultados indican que los tamaños de partícula demasiado pequeños 
no son muy adecuados para ciertas aplicaciones donde se requiere sostener la liberación 
del aceite esencial por tiempos prolongados, puesto que la liberación se completa en 
tiempos relativamente cortos, tal como lo indican los perfiles de liberación obtenidos en 
los estudios mencionados y probablemente, empleando micropartículas sólidas lipídicas 
se pueda lograr sostener la liberación de los volátiles por periodos de tiempo más 
prolongados. 
Además, tampoco se ha discutido la relación existente entre las características de los 
componentes de los aceites esenciales y los materiales de la matriz con el mecanismo de 
liberación. Es más, estos sistemas no han sido claramente clasificados como partículas 
sólidas lipídicas o como transportadores lipídicos estructurados. 
Por otro lado, en todos los estudios consultados, se han descrito por lo menos tres 
técnicas básicas para la producción de nanopartículas sólidas lipídicas y de 
transportadores lipídicos nanoestructurados, incluyendo la metodología representada en 
la Figura 2.1. En la metodología de homogenización a alta presión se requiere casi 
siempre un paso adicional de homogenización y de reducción del tamaño de partícula, la 
mayoría de las veces mediante ultrasonido.  
La técnica de emulsificación/evaporación de solvente, utiliza primero homogenización a 
alta presión en caliente y luego se induce la precipitación de las micropartículas, si bien 
esta metodología permite obtener tamaños de partícula muy pequeños y con baja 
dispersión, el empleo de solventes orgánicos plantea serias limitantes. Finalmente, en la 
preparación de micropartículas a partir de microemulsiones, las micropartículas son 
obtenidas efectuando la dilución controlada de la microemulsión.  
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Sin embargo, la emulsificación directa empleando ultrasonido, aún no ha sido una técnica 
explorada en la preparación de micropartículas sólidas lipídicas y transportadores 
lipídicos nanoestructurados aunque fue recientemente fue empleada para producir 
nanoemulsiones de aceite esencial de albahaca (Ocimum basilicum), lográndose 
tamaños de gota de tan solo 29,3nm con un índice de polidispersidad de 0,159 en 15 
minutos de emulsificación y sin pérdida de la actividad antimicrobiana (Ghosh et al., 
2013). 
Cuando la interface de dos líquidos inmiscibles es irradiada con ultrasonido, se forma una 
emulsión, es decir pequeñas gotas de uno de los líquidos (fase dispersa) en el otro (fase 
continua). El efecto del ultrasonido en la reducción del tamaño de gota se debe 
predominantemente al proceso de cavitación acústica, esto es, la formación, crecimiento 
y subsecuente colapso de microburbujas causadas por las fluctuaciones de presión 
generadas por la onda acústica. Un evento de colapso causa niveles extremos 
turbulencia localizada, es decir, implosiones a escala microscópica, y es precisamente 
esta acumulación de miles de implosiones microscópicas, las que forman la base de la 
homogenización por ultrasonido (Leong et al., 2000).  
La cavitación ocurre cuando la amplitud de la fuente de sonido aplicado alcanza cierto 
valor mínimo, conocido como umbral de cavitación. En los sistemas aceite/agua, el 
proceso de emulsificación se inicia cuando alcanza el umbral de cavitación, que es 
dependiente de la concentración de la fase dispersa y aumenta con el incremento en la 
viscosidad del líquido. En general, se ha observado que incrementos en la frecuencia de 
los pulsos de ultrasonido hasta cierto punto disminuyen el tamaño de gota, reducen el 
tiempo de exposición y mejoran la estabilidad de la emulsión (Gaikwad et al., 2008). 
Además, es posible desarrollar dispositivos de flujo continuo en los que la punta del 
sonótrodo no esté en contacto directo con el fluido y de ese modo evitar la contaminación 
por partículas metálicas, uno de los principales problemas del uso de esta metodología 
(Freitas et al., 2006).  
La aplicación de la emulsificación por ultrasonido en la preparación de partículas sólidas 
lipídicas es una técnica interesante con la que se podrían lograr suspensiones de 
partículas en el rango micrométrico y nanométrico, con baja dispersión y en un solo paso. 
 
36 Preparación y Caracterización de Micropartículas Sólidas Lipídicas (MSL) Cargadas con Aceite Esencial de Cidrón (Aloysia triphylla) Mediante 
Emulsificación por Ultrasonido 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
3. Objetivos 
3.1 Objetivo general 
 
Estudiar la aplicación de la emulsificación por ultrasonido para la producción de 
micropartículas sólidas lipídicas (MSL) cargadas con aceites esenciales, como una 
alternativa para controlar la velocidad de volatilización  de sus componentes. 
3.2 Objetivos específicos 
3.2.1  
Investigar y evaluar el impacto de los factores que inciden en el procedimiento de 
preparación de micropartículas sólidas lipídicas (MSL) cargadas con aceite esencial de 
cidrón (Aloysia triphylla) mediante la técnica de emulsificación por ultrasonido, a partir de 
la caracterización de los productos resultantes.  
3.2.2  
A partir de la cantidad de aceite esencial libre, determinar la eficiencia de carga y con 
base en el perfil de liberación del aceite esencial in-vitro, establecer los factores que 
inciden en su liberación. 
3.2.3  
Analizar el efecto de las variables y sus niveles sobre la estructura de las MSL formadas 
y el posible mecanismo de liberación del aceite esencial desde la matriz lipídica. 
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4. Estrategia metodológica 
4.1 Extracción y caracterización del aceite esencial de 
Cidrón (Aloysia triphylla) 
El material vegetal necesario para la obtención del aceite esencial fue cultivado bajo 
condiciones controladas en los invernaderos de la Universidad Nacional de Colombia 
sede Bogotá, bajo la supervisión del profesor Doctor. Jairo Leonardo Cuervo Andrade de 
la Facultad de Agronomía. 
4.1.1 Extracción del aceite esencial 
La recolección del material vegetal se llevó a cabo entre el tercero y cuarto mes de 
crecimiento, después del último corte, justo antes de la floración, puesto que es en ese 
momento, en donde se obtiene el mayor rendimiento en cantidad de aceite y en 
contenido de  citral (Díaz, 2007). Se trabajó con hojas frescas, sanas y limpias, 
arrancadas manualmente de los tallos y evitando la contaminación del material, por parte 
del recolector (empleo de guantes y tapaboca). La técnica de extracción escogida fue la 
de arrastre con vapor, utilizando un equipo diseñado en vidrio silicato ubicado en el 
Laboratorio de Microbiología de Suelos de la Facultad de Agronomía de la Universidad 
Nacional de Colombia, Sede Bogotá, Figura 4.1.  
La cantidad exactamente pesada de material vegetal fresco (alrededor de 800 a 900g) se 
puso en el contenedor del equipo, que luego fue sellado herméticamente en la parte 
superior para evitar fugas de volátiles. A continuación, se inició el calentamiento por la 
parte inferior del equipo, para que el vapor de agua generado subiera y atravesara las 
hojas, arrastrando de este modo los componentes volátiles, los que luego fueron 
condensados y recuperados en el tubo en “S" del final del sistema. 
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El proceso de extracción se prolongó por dos horas y media después de haber 
recuperado la primera gota del aceite esencial. Una vez el proceso terminó, el aceite 
extraído fue recuperado con la ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio. 
 
Figura 4.1 Extracción de Aceite esencial 
Equipo para la extracción de aceites esenciales mediante arrastre por vapor 
Finalmente, el aceite extraído se pasó a través de una jeringa de plástico de 10 mL llena 
hasta la mitad con sulfato de sodio anhidro en polvo con el fin de remover las partículas 
gruesas y los restos de humedad. La jeringa estaba acoplada a un filtro de 0,45 µm lo 
que permite remover las partículas más finas. El aceite seco y filtrado se recogió en 
viales de vidrio tipo I, limpios y secos. Se determinó el porcentaje de rendimiento  del 
proceso de extracción, mediante el cálculo de la masa de aceite obtenido por cantidad de 
material pesado, ecuación 4.1. 
%  	
 ∗ 100   (4.1) 
Donde % es el porcentaje de rendimiento,  y  representan la cantidad de aceite 
esencial en gramos obtenida y la cantidad de material vegetal de partida, 
respectivamente. El valor final está dado por la ecuación 4.2: 
  ∗√(4.2) 
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En donde  es el promedio del %,  el número de determinaciones,  es la desviación 
estándar y  el valor para un intervalo de confianza del 95%. 
4.1.2 Determinación de la densidad y el índice de refracción del 
aceite esencial de Cidrón 
La densidad fue determinada utilizando un densímetro digital Anton Paar  DMA 45 
conectado a un baño termostático con recirculación de agua (Neslab RTE 10 Digital 
Plus,Thermo Electron Company), el equipo fue calibrado de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante empleando agua y aire  a 20°C (Martínez et al., 2002). 
El índice de refracción fue determinado en un refractómetro tipo  ABBE (Milton Roy Abbe-
3L, Ivyland Road, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante a 20ºC. La 
determinación se repitió cuatro veces. 
4.1.3 Determinación del residuo no volátil 
Este parámetro permite conocer la cantidad de aceite que no se volatiliza bajo 
condiciones de temperatura ambiental. Para su determinación, aproximadamente 1 mL 
de aceite esencial de cidrón exactamente pesado se coloco sobre un vidrio de reloj de 50 
mm de diámetro, se llevó a la estufa a 110 ºC durante 24 horas y se determinó la masa 
del residuo en el vidrio de reloj a peso constante en una balanza analítica con 
sensibilidad de ± 0,1 mg (Ohaus214 Pioneer, New Jersey, USA). El ensayo se repitió tres 
veces. 
4.1.4 Determinación de la composición del aceite esencial de 
Cidrón 
Esta se realizó utilizando un cromatógrafo de gases (Agilent Technologies Inc. GC  
System 7890A), acoplado a un detector selectivo de masas (Agilent Technologies Inc. 
GC  System 5975C VL MSD) y equipado con una columna capilar no polar tipo DB-5MS 
30 m de largo, 0,25 mm de diámetro interno y 0,25 µm de espesor de película 5 % en 
fenil-poli (metilsiloxano) (J & W Scientific, Folsom, CA, EEUU). Se inyectó 1 µL de aceite 
diluido al 5 % v/v en diclorometano (MS Suprasolv® Merck Darmstadt, Alemania). Se 
utilizó tetradecano (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsborg, Alemania) al 1,0 % v/v como 
estándar interno. Las condiciones de trabajo fueron: Split 1/50, temperatura del inyector 
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220 ºC y de la línea de transferencia 260 ºC, se empleó He como gas de arrastre a un 
flujo de 1,0 mL/min, con un incremento gradual de temperatura desde 60 hasta 240 ºC, a 
razón de 3 ºC/min. La ionización por impacto electrónico fue ajustada a 70 eV. 
La identificación de las sustancias se obtuvo mediante comparación de sus espectros de 
masas con aquellos dados por las librerías de CG-MS Wiley 7N.1 y NIST MS Search 2.0 
con la ayuda del software MSD Chem Station E.02.00.493 de Agilent Technologies Inc. y 
mediante los índices de retención de Kovats (Ik).Estos fueron calculados a partir de los 
tiempos de retención de una serie homóloga de patrones de hidrocarburos, desde C10 
hasta C18 (Supelco, Bellefonte, USA), analizados bajo las mismas condiciones 
cromatográficas, con aquellos publicados en la literatura de acuerdo con la ecuación 
(4.3). 
 = 100   ! "#!(#%&)! "#! + )*				(4.3) 
Donde  es el índice de retención de Kovats lineal, ,   se refiere al tiempo de retención 
de cada componente, ,#  el tiempo de retención del alcano que eluye inmediatamente 
antes del componente de interés, ) su número de átomos de carbono y ,(#%&)  el tiempo 
de retención del alcano que eluye inmediatamente después. 
4.2 Actividad biológica del aceite esencial de cidrón 
El aceite esencial de Cidrón tiene muchas posibles aplicaciones y algunas de ellas 
dependerán por supuesto, del espectro de actividad que demuestren. Por lo pronto, este 
estudio solo da cuenta de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Cidrón frente 
a tres hongos de importancia agrícola industrial: Botrytis cinerea,Alternaria alternata y 
Sclerotinia sclerotiorum.  
4.2.1 Propiedades antifúngicas 
Para la determinación de la actividad biológica del aceite esencial de Cidrón se utilizó la 
metodología denominada de microatmósfera. El objetivo fue evaluar la actividad del 
aceite en fase de vapor, bajo condiciones de atmósfera preservada. En este caso, el 
aceite esencial se coloca sobre la tapa de una caja de Petri que se mantiene en posición 
invertida, cuidadosamente sellada e incubada. Los resultados se presentan como la 
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cantidad mínima inhibitoria (MIQ, Minimal Inhibitory Quantity) de aceite esencial que no 
permite el crecimiento radial del microrganismo por unidad de volumen, en una caja 
sellada (Inouye et al., 2000; Kalemba y Kunicka, 2003). Si bien, en muchas de las 
aplicaciones de los aceites esenciales no se tienen necesariamente condiciones de 
atmósfera preservada, en nuestro caso se seleccionó este método puesto que permite 
posteriormente llevar a cabo comparaciones más directas del comportamiento de la 
liberación sostenida que se espera del aceite esencial desde las micropartículas. 
Para la realización de este ensayo en el presente trabajo, aproximadamente 14 gr de 
PDA (Potato dextrose agar, Oxoid-CM 0139, Basingstoke, Inglaterra) suplementado con 
cloranfenicol al 0,08 % fue puesto en cajas de Petri de vidrio de 9 cm de diámetro, 
estériles, a modo de obtener un volumen de aire constante dentro de las cajas (76 cm3). 
Después de solidificar, las cajas fueron mantenidas en posición invertida. En el centro de 
las tapas se colocaron 0; 1; 2; 4; 8 y 16 µL de aceite esencial puro para obtener dosis en 
fase de vapor de 0,0117; 0,0235; 0,0469; 0,0938 y 0,1876 µg/cm3.  Al mismo tiempo, se 
colocaron en el centro del PDA de cada una las cajas, discos de 8,6 mm de diámetro de 
un precultivo de ocho días de edad de cada uno de los tres hongos estudiados. Las cajas 
fueron inmediatamente selladas con papel parafinado e incubadas a 28 ± 0,5 ºC durante 
16 días, tiempo durante el que se determinó el diámetro de crecimiento radial. 
4.3 Preparación de las micropartículas sólidas lipídicas 
cargadas con aceite esencial de cidrón 
4.3.1 Selección de los componentes de la matriz 
Es apenas natural suponer que las propiedades de las micropartículas (tamaño, 
morfología, eficiencia de carga, perfil y mecanismo de liberación) obtenidas bien sea por 
el método que aquí se plantea, como por cualquier otro método de preparación, 
dependen, no solo de las características fisicoquímicas del principio activo, sino también 
las de los excipientes o componentes de la matriz.  
En este estudio, se dispuso de una amplia variedad de compontes de naturaleza lipídica 
para la matriz (el término lípido, debe ser entendido aquí, en su sentido más amplio, 
incluyendo triglicéridos, ácidos grasos, esteroles y ceras), por lo que fue necesario 
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establecer algunos criterios que permitieron efectuar la selección de una manera más 
conveniente, dependiendo de la aplicación que se pretende para las micropartículas.  
Para la preparación de NSL y TLN se han empleado como componentes de la matriz 
lípidos sintéticos o naturales con capacidad de ser degradados incluyendo triglicéridos 
sólidos (triestearato de glicerilo, tripalmitato de glicerilo, trilaurato de glicerilo, ácidos 
grasos de cadena larga, etc.),triglicéridoslíquidos (triglicéridos cáprico y caprílico en sus 
muchasversiones, etc.), esteroles (colesterol) y ceras (cera parafínica microcristalina, 
ceracarnauba, cera de abejas, etc)  (Mehnert y Mäder, 2001; Hou y Zhou, 2007). Para la 
preparación de micropartículas sólidas lipídicas se han utilizado principalmente mezclas 
de trigliceridos con diferentes longitudes de cadena con el fin de optimizar las 
características de liberación. 
Para la presente investigación se seleccionó como lípido sólido el alcohol estearílico (1-
octadecanol), que aparte de ser una sustancia inodora, también es considerada como 
fácilmente biodegradable (Mudge, 2005). Como modelo de lípido líquido se escogió el 
aceite de ajonjolí, para evitar el uso de otras preparaciones especiales como se ha 
venido haciendo en todas las investigaciones consultadas, y de este modo poner a 
prueba los resultados ya obtenidos por otros autores. El agente tensioactivo seleccionado 
fue el monolaureato  de sorbitán polioxietilado (conocido comercialmente como 
polisorbato 20 o Tween 20), inodoro, de baja toxicidad y con un valor HLB de 16,7 
(Zhang, 2009).  
Por otro lado, en las mezclas de lípidos líquidos con lípidos sólidos, se debe asegurar 
que luego del proceso de fusión, mezcla y posterior solidificación, no ocurre separación 
de fases (Doktorovová et al., 2010). Para comprobarlo, se prepararon mezclas del 
alcohol estearílico, el aceite de ajonjolí y el aceite de cidrón, en proporciones desde 90:10 
hasta 50:50. Las mezclas fueron evaluadas inmediatamente después de la solidificación, 
a las 4 horas y finalmente a las 24 horas; cuando se observó separación de fases la 
mezcla no fue considerada en el estudio. 
4.3.2 Selección del método de obtención de las micropartículas 
sólidas lipídicas 
Para la preparación de las micropartículas se escogieron dos metodologías que implican 
el empleo directo del ultrasonido. Con la primera metodología (atomización por 
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ultrasonido) se obtienen micropartículas secas mientras que con la segunda se obtiene 
una suspensión de las mismas (emulsificación por ultrasonido). 
4.3.2.1 Preparación de micropartículas mediante atomización por 
ultrasonido 
Una vez seleccionados los componentes de la matriz se procedió a la preparación de las 
micropartículas por este método, cuyo diagrama esquemático se muestra en la Figura 
4.2. Las cantidades exactamente pesadas del lípido líquido y del aceite esencial fueron 
colocadas en un vaso de precipitados, donde con ayuda de un agitador magnético 
(Plancha de agitación Heidolph MR 3001, por dos minutos y 300 rpm) se mezclaron muy 
bien. Inmediatamente después, la cantidad exactamente pesada del lípido sólido 
finamente molido se adicionó sobre la mezcla anterior y se inició el calentamiento con 
agitación constante (Plancha de agitación Heidolph MR 3001, por dos minutos a 300 
rpm) hasta obtener un sistema macroscópicamente homogéneo por observación directa. 
 
Figura 4.2 Emulsificación por ultrasonido 
Representación esquemática de la preparación de micropartículas solidas lipídicas cargadas con aceite 
esencial de Cidrón mediante atomización por ultrasonido. Adaptada de Rodríguez et al., 1999.  
Atomización por 
ultrasonido  
(A), generador de US, (B) amplificador, (C) Sonótrodo, (D)  
Circulación de agua a 75±1°C (E) Embudo de suministro, (F) 
Colector 
Alcohol 
estearilico 
Aceite de Ajonjolí+ Aceite de cidrón 
75±1°C 
Entrada de agua 
75±1°C 
Salida de agua a 
75±1°C 
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La mezcla fundida se depositó luego en el interior del recipiente de calentamiento 
enchaquetado y por el que se hizo circular agua a una temperatura de 75 ± 1 ºC, con el 
fin de mantener la mezcla totalmente líquida durante todo el proceso. El recipiente de 
calentamiento fue sellado herméticamente en su parte superior y mediante la llave lateral 
se reguló el flujo de salida de líquido por la parte inferior hacia la punta del sonótrodo, 
donde ocurrió la atomización (fragmentación muy fina) por efecto del ultrasonido. 
La punta del sonótrodo se mantuvo también a una temperatura 75 ± 1 ºC mediante el 
acoplamiento de un serpentín metálico con recirculación de agua, para evitar que la 
mezcla fundida solidificara sobre su superficie, limitando el proceso. Las partículas 
formadas precipitaron por efecto de la gravedad hacia un recipiente de recolección y se 
fueron solidificando durante la caída.  
La preparación de las micropartículas se llevó a cabo en el laboratorio de Electroquímica 
y Termodinámica Computacional del Departamento de Química de la Universidad 
Nacional de Colombia. El equipo generador de ultrasonido es un SOVC 505-00 (Sonics & 
Material Inc., USA) de 20 kHz de frecuencia y potencia variable (0 – 500 W), equipado 
con un sonótrodo de titanio (S&M 630-0435 modelo CV33), trabajando a una amplitud del 
40 %. La tabla 4.1 muestra la composición de las diferentes mezclas lipídicas que fueron 
atomizadas con ultrasonido. 
Tabla 4.1 Composición de las micropartículas 
Formulación Componente (% p/p) 
 Alcohol estearílico Aceite de ajonjolí Aceite de cidrón 
FA 100 0 0 
FB 80 20 0 
FC 80 0 20 
FD 80 5 15 
FE 80 15 5 
FF 80 10 10 
4.3.2.2 Preparación de las micropartículas mediante emulsificación por 
ultrasonido 
Para la preparación de las micropartículas sólidas lipídicas se empleó una metodología 
que implica la emulsificación directa de la mezcla lipídica en agua. En este proceso, la 
solución del agente tensioactivo en agua, se colocó en un reactor de vidrio enchaquetado 
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mantenido a 75 ºC y bajo constante agitación  (Plancha de agitación magnética Heidolph 
MR 3001 trabajando a 300 rpm). Posteriormente, se adicionó la mezcla fundida de lípidos 
(lípido sólido, lípido líquido y aceite de cidrón) y la agitación se mantuvo por dos minutos 
más para producir una emulsión relativamente grosera.  
La emulsión fue entonces sometida a ultrasonido empleando el mismo equipo 
mencionado del literal anterior, en las mismas condiciones de operación. El tiempo de 
emulsificación fue de 10 minutos. 
Terminado el proceso de emulsificación, las formulaciones fueron trasvasadas a 
recipientes de vidrio con cierre hermético, para que alcancen lentamente la temperatura 
ambiente (alrededor de 18 ºC) y se produzca la solidificación de las gotas de la emulsión, 
formando una suspensión final de micropartículas. El diagrama esquemático se muestra 
en la figura 4.3, en donde se detallan además las dimensiones del reactor. 
 
 
Figura 4.3 Atomización por ultrasonido 
Representación esquemática de la preparación de micropartículas sólidas lipídicas cargadas con aceite 
esencial de cidrón mediante emulsificación por ultrasonido.  
En la tabla 4.2 se presenta la composición de las diferentes formulaciones estudiadas y 
en la tabla 4.1 la composición de la matriz lipídica. En todos los casos, los componentes 
de la matriz fueron exactamente pesados en balanza analítica con sensibilidad de ± 0,1 
mg (Ohaus214 Pioneer, New Jersey, USA).  
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Tabla 4.2 Composición de las diferentes formulaciones 
Componente (g) Formulación FA FB FC FD FE FF 
Polisorbato 20 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 
Alcohol estearílico 2,00 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60 
AE Cidrón 0,00 0,00 0,40 0,30 0,10 0,20 
Aceite de ajonjolí 0,00 0,40 0,00 0,10 0,30 0,20 
Agua destilada 17,92 17,92 17,92 17,92 17.92 17,92 
Total 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 
 
Algunos ensayos con micropartículas requieren que el material sea empleado en polvo, 
razón por la que es necesario someter las suspensiones anteriormente mencionadas, a 
un proceso de secado. Para ello, una vez las formulaciones alcanzaron la temperatura 
ambiente, se almacenaron durante dos horas a 4 ºC, luego se congelaron con nitrógeno 
líquido y se liofilizaron durante 24 horas sin la adición de ningún agente crioprotector. 
Antes de preparar las formulaciones descritas en la tabla 4.2, se efectuó un experimento 
para establecer la cantidad de tensioactivo apropiada para lograr una buena 
emulsificación. Los ensayos con cantidades crecientes de polisorbato 20 de acuerdo con 
la tabla 4.3, fueron procesados bajo las mismas condiciones ya mencionadas, y de 
acuerdo con la evaluación de los resultados se decidió trabajar con una proporción de 0,4 
% p/p de polisorbato 20 en todas las formulaciones. 
Tabla 4.3 Determinación de la cantidad adecuada de tensioactivo 
Componente (g) 
Formulación 
F1 F2 F3 F4 F5 F6 
Polisorbato 20 0,04 0,08 0,16 0,32 0,64 1,28 
Alcohol estearílico 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60 1,60 
AE Cidrón 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 
Aceite de ajonjolí 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 
Agua destilada 17,96 17,92 17,84 17,68 17,36 16,72 
Total 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 
 
Sobre las partículas producidas con cada una de estas formulaciones se realizaron 
diferentes ensayos, tanto para su caracterización como para la determinación del perfil y 
mecanismo de liberación. 
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4.4 Caracterización de las micropartículas 
4.4.1 Determinación del tamaño y del índice de polidispersidad 
Para la determinación del tamaño de las partículas producidas mediante la emulsificación 
por ultrasonido, se empleó difractometría láser. Las partículas producidas con cada 
formulación fueron analizadas para conocer el efecto que sobre el tamaño tiene la 
variación en la composición. El tamaño medio de partícula fue determinado a 20 ºC 
utilizando la técnica de dispersión dinámica de luz (Zetasizer Nano Series ZS, Malvern, 
Worcestershire, UK). Disponible en el laboratorio de Ingeniería Biomédica de la 
Universidad de los Andes. Las suspensiones sin diluir se sometieron a dispersión de luz 
empleando un laser de Helio-Neón a 633 nm y un ángulo de 173º  utilizando una celda 
de alta concentración ZEN 1010. Se realizaron tres mediciones por muestra. El índice de 
polidispersidad indica la distribución del tamaño de las micropartículas. 
4.4.2 Determinación de la forma y las características de 
superficie 
La forma de las partículas y las características de su superficie fueron determinadas 
inicialmente mediante microscopía óptica y microscopía electrónica de barrido (SEM, 
Scanning Electron Microscopy) en muestras diluidas al 10 %. Para las determinaciones 
por microscopía electrónica se empleó un equipo FEI Quanta 200 dispuesto para tal fin 
en las instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogotá. Una gota de 
la dilución preparada (1:10) se esparció sobre el portamuestras tratando de obtener una 
monocapa, las preparaciones se dejaron secar a temperatura ambiente. Las muestras 
fueron observadas directamente sin metalización.  
4.5 Determinación de la eficiencia de carga y del perfil de 
liberación in vitro 
La determinación de la eficiencia y el porcentaje de carga se llevó a cabo mediante 
cromatografía de gases con detector de ionización de llama (Flame Ionization Detector, 
FID). El perfil de liberación se realizó mediante la pérdida de peso de las micropartículas 
liofilizadas aprovechando justamente la elevada volatilidad del aceite esencial (Passino 
GS et al., 2004; Gavini E et al., 2005). 
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4.5.1 Eficiencia de carga 
Para la determinación de la eficiencia de carga, se centrifugaron 10 mL de cada 
formulación en tubos Falcon de 50 mL a 13000 rpm durante 45 min y a  4 ºC (Heraeus 
Megafuge 16R, Thermo Scientific, Massachusetts, USA).  Se realizó una extracción 
líquido-líquido con 1 mL de la fase acuosa y 4 mL de diclorometano (MS Suprasolv® 
Merck Darmstadt, Alemania) para extraer el aceite que no fue retenido por las 
micropartículas lipídicas, el volumen total se completó exactamente a 5 mL.   
En un cromatógrafo de gases (Agilent Technologies Inc. GC  System 7890A), con 
detector de ionización de llama y equipado con una columna capilar no polar tipo DB-
5MS 30 m de largo, 0,25 mm de diámetro interno y 0,25 µm de espesor de película 5 % 
en fenil-poli (metilsiloxano) (J & W Scientific, Folsom, CA, EEUU), se inyectó 1 µL de la 
fracción diclorometánica. La temperatura del inyector y del detector se mantuvo a 220 ºC 
y 290 ºC respectivamente. Se empleó He como gas de arrastre a un flujo de 1,0mL/min, 
con un gradiente de calentamiento desde 60 hasta 240 ºC, a razón de 3 ºC/min. No se 
utilizó división de flujo. Para cuantificar el contenido de aceite no atrapado, se escogió el 
Citral (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsborg, Alemania) como marcador en concentraciones 
desde 5 ppm hasta 500 ppm analizadas bajo las mismas condiciones del extracto. Esta 
determinación se realizó sobre formulaciones provenientes de dos lotes diferentes. 
El porcentaje de eficiencia de carga (o eficiencia de encapsulación) se calculó de 
acuerdo con la ecuación 4.4:  
%EC = (PAE1 PAE2) × 100⁄        (4.4) 
Donde 561 es la cantidad real o final de aceite esencial encapsulado en una cantidad 
conocida de micropartículas en suspensión y 562 representa la cantidad teórica o inicial 
de aceite esencial introducido en la misma cantidad de micropartículas en suspensión. 
4.5.2 Porcentaje de carga 
Este parámetro se determinó después de haber sometido a liofilización las suspensiones 
de micropartículas. Para la determinación del porcentaje de carga, esto es, la cantidad de 
aceite esencial atrapado, tanto en el interior como en la superficie, en una cantidad dada 
de micropartículas, se colocó una cantidad aproximada pero exactamente pesada de  
(alrededor de 0,50 g) de las micropartículas producidas con cada formulación sobre un 
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vidrio de reloj previamente pesado, y luego se llevaron a 120 ºC durante 24 horas para 
liberar los componentes volátiles. Una vez se alcanzó la temperatura ambiente, cada 
vidrio de reloj fue nuevamente pesado para determinar el porcentaje de pérdida. Esta 
determinación se llevó a cabo en cuatro réplicas empleando una balanza analítica con 
sensibilidad de ± 0,1 mg (Ohaus 214 Pioneer, New Jersey, USA). 
El porcentaje de carga se calcula mediante la ecuación 4.5: 
%7 = ( 8) × 100⁄     (4.5) 
Donde	 representa el porcentaje de pérdida en masa de volátiles y 8 una cantidad 
dada de micropartículas. 
4.5.3 Perfil de liberación in-vitro 
Para la determinación del perfil de liberación se colocó una cantidad aproximada pero 
exactamente pesada (alrededor de 2,0 g) de las micropartículas liofilizadas sobre un 
vidrio de reloj previamente pesado y se almacenaron en una estufa a 32ºC hasta 
completar 48 horas. Durante la primera hora se efectuó la verificación del peso a los 15, 
30 y 60 minutos, de la segunda hora y hasta la cuarta, cada hora, luego a las seis y 10 
horas y finalmente a las 12 y 48 horas. Estos análisis se realizaron por cuadruplicado. 
El porcentaje de pérdida de peso %, se estimó de acuerdo con la ecuación 4.6: 
% =	 9(: − < ) :⁄ = × 100    (4.6) 
Donde : y < son los pesos inicial y final de la muestra (el peso en cada punto en el 
intervalo de tiempo considerado) respectivamente.  
El porcentaje de aceite liberado en cada intervalo de tiempo se calculó utilizando la 
ecuación 4.7: 
%> = (% × 100)/%56    (4.7) 
En donde %> es el porcentaje de aceite liberado en un tiempo dado  y %56 es el 
porcentaje de aceite esencial inicial en cada formulación y % es como se definió para la 
ecuación 4.6.  
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Adicionalmente, se determinó el perfil cromatográfico del aceite liberado desde las 
micropartículas y del aceite esencial, empleando microextracción en fase sólida de la 
fase de vapor (Head Space-Solid Phase MicroExtraction, HS-SPME). Para la extracción 
se utilizó una fibra de microextracción recubierta con poli (dimetilsiloxano) al 5 % y 100 
µm de espesor (Supelco Bellefonte, USA). Se colocaron en  viales de vidrio tipo I de 10 
mL,  1 µL del aceite esencial de cidrón y aproximadamente 0,25 gr del liofilizado de la 
formulación F, y se cerraron herméticamente con septos de silicona durante 1 minuto y 
manteniendo las muestras a 20 ºC, con el fin de saturar el espacio de cabeza. Luego la 
fibra se expuso durante 1 minuto en el espacio de cabeza de la muestra y se analizó 
inmediatamente por GC-MS con inyección manual en un liner de volumen reducido 
específico para SPME, bajo las mismas condiciones descritas para el análisis de 
composición del aceite esencial (Numeral 4.1.4). 
4.5.4 Modelos de liberación 
A pesar de la importancia del estudio de la liberación del material de carga en este tipo 
de sistemas, el número de datos publicados es escaso (Fathi et al., 2012) y en la mayoría 
de los estudios consultados, relacionados específicamente con la encapsulación de 
aceites esenciales, son muy pocos los que incluyen información acerca del perfil y 
mecanismo de liberación de los volátiles. Los datos provenientes de los ensayos del perfil 
de liberación pueden ser utilizados en diferentes modelos para deducir aspectos 
relacionados con el mecanismo de liberación del aceite esencial de cidrón, desde la 
matriz lipídica de las micropartículas. 
Se han utilizado diferentes modelos como el de Weibull, Higuchi, Korsmeyer–Peppas y 
Baker–Lonsdale para describir la liberación de diversos sistemas de encapsulación 
(Costa y Sousa-Lobo, 2001; Fathi et al., 2012; Siepmann y Siepmann, 2011). El modelo 
de Weibull, también conocido como ecuación de Avrami, expresa la fracción liberada 8<, 
a un tiempo , mediante la ecuación 4.8:  
8< =	@"(A)BC     (4.8) 
Donde D es la constante de velocidad de liberación y E es un parámetro que se 
relaciona con el mecanismo de liberación.  Sacando el logaritmo natural dos veces a 
ambos lados de la ecuación se obtiene la ecuación 4.9: 
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FG−F8<H = E 	FDE + E	F    (4.9) 
A partir de la ecuación 4.9 se puede obtener el parámetrocomo la pendiente del gráfico 
F	(−F8<) vs. F y la constante de velocidad DE, desde el intercepto a F = 0. Valores 
de E = 1  o muy cercanos se asimilan a cinéticas de orden uno, valores cercanos a 0,54 
representan mecanismos de liberación limitados por procesos difusivos. 
El modelo de Higuchi (ecuación 4.10) describe la liberación como un proceso difusivo 
basado en la primera ley de Fick, en el cual la velocidad de liberación es proporcional al 
inverso de la raíz cuadrada del tiempo transcurrido . 
8< = DI1 2⁄      (4.10) 
Donde 8< representa la fracción liberada y DI la constante de velocidad de liberación 
para el modelo. Si la difusión es el principal mecanismo de liberación, la ecuación de 
Higuchi deberá generar una línea recta. Sin embargo, bajo algunas condiciones 
experimentales el mecanismo de liberación se desvía de la ley de Fick, siguiendo 
comportamientos anómalos (no-Fickianos), en estos casos se puede emplear el modelo 
de Korsmeyer–Peppas, ecuación 4.11.  
JK
JL = ktO     (4.11) 
Donde 8 y 8P representan la cantidad de principio activo liberado en un tiempo  y la 
cantidad liberada en un tiempo infinito (8 8P⁄  fracción de la cantidad liberada). Valores 
de 	= 0,45 o menores sugieren que predomina el mecanismo caracterizado por 
procesos difusivos de acuerdo con la ley de Fick. Para valores entre 0,45 y 0,89 en el 
mecanismo de liberación predomina la transferencia de masa, siguiendo un modelo no 
Fickiano. Los valores iguales a 0,89 se interpretan como liberación de orden cero. Para 
utilizar este modelo es necesario emplear solamente la parte de la curva donde 
8 8P⁄ <0,6. 
Para matrices esféricas, tales como micropartículas y microesferas, puede emplearse el 
modelo de Baker–Lonsdale, que fue desarrollado a partir del modelo de Higuchi, 
ecuación 4.12: 
Q
2 R1 − 1 − SL

2 Q⁄ T − SL = DUV    (4.12) 
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Donde la constante de liberación DUV, corresponde a la pendiente del grafico.  
4.6 Mecanismos de liberación 
Los modelos que describen el perfil de liberación del ingrediente activo desde la matriz, 
por si solos no arrojan información suficiente acerca de los diferentes fenómenos que 
pueden ocurrir y que controlan el proceso de liberación. Para obtener información más 
detallada que permita inferir mejor el mecanismo de liberación y complementar los 
resultados obtenidos a partir de los modelos de liberación de un sistema determinado, es 
necesario valerse de otros ensayos. 
4.6.1 Grado de cristalinidad de la matriz lipídica 
El grado de cristalinidad de la matriz lipídica está estrechamente correlacionado con la 
velocidad de liberación y la estabilidad del sistema a lo largo del tiempo. La calorimetría 
diferencial de barrido (DSC, Differential scanning calorimetry) y la difracción de rayos X 
(X-ray scattering) son las técnicas más empleadas para estudiar el estado de la matriz 
lipídica  a lo largo del tiempo (Bunjes y Unruh, 2007). Todas las formulaciones de la tabla 
4.2fueron sometidas a estos ensayos y además, para efectos de comparación se incluyó 
el alcohol estearílico sin ningún tratamiento. 
4.6.1.1 Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
La calorimetría diferencial de barrido (Differential Scanning Calorimetry, DSC), se 
fundamenta en el hecho que diferentes modificaciones lipídicas poseen diferentes puntos 
y entalpias de fusión. Mediante DSC se puede estudiar el comportamiento de 
recristalización de los lípidos sólidos que conforman la matriz de las micropartículas 
(Bunjes, Unruh, 2007). Se espera que para las partículas recién preparadas, incluso para 
aquellas de la formulación A, se observe una disminución en los valores tanto del punto 
de fusión como de la entalpía, debido a que luego del proceso de fusión y posterior 
enfriamiento, el material de la matriz lipídica en estado amorfo, durante la fusión requerirá 
menos energía que el estado cristalino para vencer las fuerzas de cohesión de las celdas 
cristalinas. 
Conforme transcurra el tiempo, el lípido sólido de la matriz puede recristalizar o no, 
dependiendo de si se producen fenómenos de inhibición de la transformación de los 
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lípidos sólidos de la matriz a una estructura más estable, debidos bien sea por el lípido 
líquido o por los componentes del aceite esencial. 
En el presente estudio, cantidades exactamente pesadas entre 5-10 mg de las 
formulaciones, así como del alcohol estearílico en polvo, fueron escaneadas en crisoles 
de aluminio herméticamente sellados, utilizando un crisol vacío como referencia, con un 
gradiente de calentamiento de 5 ºC/min, en un rango de 20-120 ºC, bajo atmósfera de 
nitrógeno a un flujo de 50 mL/min (Modulated DSC 2910, refrigerated cooling system, TA 
Instruments, New Castle, USA). La calibración del instrumento re realizó usando indio y 
plomo para la temperatura e indio para la medida de la entalpia. Las temperaturas de 
transición fueron determinadas a partir del mínimo de la señal endotérmica, mientras que 
las entalpías de transición fueron obtenidas mediante la integración de la transición 
endotérmica. Las muestras fueron analizadas al segundo y tercer mes de su preparación 
en los laboratorios de Ingeniería Química de la Universidad Nacional de Colombia Sede 
Bogotá. 
4.6.1.2 Difracción de rayos X (DRX) 
Mediante difracción de rayos X, DRX (X-Ray Diffraction, XRD) es posible estudiar la 
estructura correspondiente a las distancias reticulares cortas entre las cadenas 
hidrocarbonadas del lípido sólido (empaquetamiento lateral en difracción de rayos X de 
ángulo amplio) como largos espaciados (distancias interplanares con dimensiones 
nanométricas en difracción de rayos X de ángulo corto). La difracción de rayos X permite 
la determinación de las diferentes formas polimórficas de una sustancia y por lo tanto. 
ofrece información acerca de su estado cristalino (Dong y Boyd, 2011).  
El polimorfismo en los lípidos es debido a numerosos empaquetamientos laterales 
posibles de las cadenas de ácidos grasos, designados en triglicéridos específicamente 
como sub α, α, β’ y β. Cada uno de ellos corresponde a una organización lateral 
particular de las cadenas hidrocarbonadas. La fase más estable es la variedad β para 
triglicéridos conformados por un solo tipo de ácido saturado puro y la fase β’ para una 
mezcla de ácidos grasos de cadenas largas (Brubach et al., 2007). Puesto que los lípidos 
cristalizan en estados de elevado contenido energético, es decir, formas cristalinas con 
cierto grado de desorden, conforme transcurre el tiempo de almacenamiento los cristales 
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tienden a pasar de un estado polimórfico de alta energía a uno de menor energía o más 
ordenado. 
Para determinar el estado cristalino de las micropartículas sólidas lipídicas obtenidas en 
la presente investigación, las formulaciones y el alcohol estearílico se estudiaron 
mediante difracción de rayos X. Las muestras fueron difractadas utilizando radiación 
CuKα a un voltaje de 40 kV y a 20 mA. El ángulo de escaneo fue de 5 a 45º de 2θ con 
pasos de 0,1º de 2θ a un tiempo de conteo de 7 s/paso (Panalytical X´Pert PRO MPD, 
Almelo, Netherlands). Los análisis se llevaron a cabo en el laboratorio de difracción de 
rayos X  del departamento de Física, de la Facultad de Ciencias de la Universidad 
Nacional de Colombia Sede Bogotá. 
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5. Presentación y discusión de resultados 
5.1 Extracción y caracterización del aceite esencial de 
cidrón (Aloysia triphylla) 
El porcentaje de rendimiento (%) del aceite esencial de cidrón mediante la técnica de 
arrastre con vapor a partir de hojas frescas recolectadas durante el tercer y cuarto mes 
de crecimiento, fue de 0,25 ± 0,02 %  p/p. El resultado se presenta como el promedio 
para 13 determinaciones y los límites de confianza del 95 % (ecuación 4.2). Como se 
observa en la tabla 5.1 el porcentaje de rendimiento logrado en este trabajo es 
comparable con el presentado en otros estudios. 
Tabla 5.1 Rendimiento del aceite esencial de cidrón obtenido por diversa técnicas 
%W Técnica de extracción País Referencia 
0,50 Hidrodestilación Brazil Duarte MCT et al, 2005 
0,36 Hidrodestilación Algeria Zoubiri S et al, 2011 
0,15 Hidrodestilación Italia Crabas et al, 2003 
0,20 Fluidos supercriticos Italia Crabas et al, 2003 
0,30±0.02 Arrastre con vapor Colombia Diaz OL, 2007 
0,25±0,02 Arrastre con vapor Colombia Este estudio 
 
La extracción por arrastre con vapor parece ser menos eficiente que la hidrodestilación. 
Debe aclararse que todos los estudios mencionados en la tabla 5.1 hicieron la extracción 
sobre hojas secas y el rendimiento se presenta como la cantidad de aceite extraído en 
base seca, lo que necesariamente conduce a un incremento en el rendimiento del 
proceso. Sin embargo, nuestros resultados también indican que existe una relación entre 
la cantidad inicial de material vegetal y el rendimiento de la extracción tal como se 
evidencia en la tabla A-1 donde en algunos casos se logró obtener rendimientos similares 
a los obtenidos por Crabas et al., 2003 empleando la técnica de extracción por 
hidrodestilación.  
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Los resultados de la densidad y el porcentaje de residuo no volátil se muestran en la 
tabla 5.2. Las propiedades fisicoquímicas del aceite esencial de Cidrón son dependientes 
de su composición y por lo tanto pueden encontrarse valores diferentes dependiendo del 
origen del aceite esencial, del método de extracción y por supuesto, del momento de 
recolección del material vegetal (Argyropoulou et al., 2007). 
Tabla 5.2 Propiedades fisicoquímicas del aceite esencial de cidrón. 
Densidad Absoluta (20ºC) 0,8895±0,0001g/mL 
Densidad Relativa (XY2Z) 0,8840±0.0007 
Índice de Refracción ([2Z) 1,4865±0,0008 
Residuo no Volátil 2,96±0,10% 
 
La composición química del aceite esencial de cidrón ya ha sido estudiada por diferentes 
investigadores alrededor del mundo. El análisis mediante  cromatografía de gases 
acoplada a espectrometría de masas del aceite esencial de Aloysia triphylla, extraído a 
partir de hojas fresca por la técnica de arrastre con vapor, permitió la identificación de al 
menos 37 componentes que representan el 92 % del total del aceite. En la figura 5.1 se 
muestra el perfil cromatográfico obtenido en una columna DB-5. La identificación de los 
componentes se presenta en la tabla 5.3. 
 
El geranial (26,15 %), el neral (19,10 %), el limoneno (5,48 %) y el biciclogermacreno 
(4,99%), fueron los principales componentes encontrados, lo que corresponde a 
aproximadamente el 55 % del total del aceite. Están seguidos por el (Z)-geraniol (3,72 
%),  el (E)-geraniol (3,44 %), el (E)-β-ocimeno (2,39 %), el acetato de geranilo (2,19 %), 
el germacreno D (2,36 %) y el 1,8-cineol (2,15 %). Estos resultados son coherentes con 
los presentados por otros estudios en Portugal, Grecia, Colombia, Argentina y Chile en 
donde, en general, el citral (geranial y neral) es el componente mayoritario, seguido por el 
limoneno (Diaz, 2007; Gillij et al., 2008; Argyropoulou et al., 2007; Santos-Gomes et al., 
2005; Carnat et al., 1999). Sin embargo, la composición del aceite esencial de cidrón 
presenta diferencias significativas dependiendo del lugar donde es cultivado, así por 
ejemplo, para el aceite extraído de plantas cultivadas en Italia no se encuentra el 
limoneno (Crabas et al., 2003; Romeo et al., 2010). En el aceite obtenido de plantas 
cultivadas en Argelia el limoneno es el componente mayoritario (17,72 %), seguido de 
geranial (14,79 %), carvona (14,22 %) y oxido de cariofileno (12,38 %) y no se encuentra 
el neral (Zoubiri et al., 2011). 
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Las diferencias encontradas en la composición y la proporción de los componentes del 
aceite esencial de cidrón están asociadas a múltiples factores tanto geográficos como 
ecológicos. Además, otros factores como el estado de desarrollo de la planta, la edad de 
las hojas y las condiciones de crecimiento, así como el método de extracción y las 
condiciones de análisis utilizadas. 
Tabla 5.3 Composicióndel aceite esencial 
Composición establecida para el aceite esencial de Cidrón (Aloysia triphylla) en el presente trabajo 
 
No Ik compuesto %relativo No Ik Compuesto %relativo 
1 981 Sabineno 0,75 20 1249 Neral 19,10 
2 984 1-Octen-3-ol 0,38 21 1259 (Z)-geraniol 3,72 
3 991 6-metil-5-Hepten-2-ona 1,34 22 1280 Geranial 26,15 
4 1030 Limoneno 5,48 23 1377 a-copaeno 0,38 
5 1032 1,8-cineol 2,15 24 1387 Acetato de geranilo 2,19 
6 1037 (Z)-β-ocimeno 0,18 25 1413 a-cedreno 0,20 
7 1047 (E)-β-ocimeno 2,39 26 1421 trans-beta-cariofileno 1,83 
8 1054 5-Heptenal 0,04 27 1462 Aromandreno 0,28 
9 1100 NI 0,17 28 1478 Geranyl propionato 0,24 
10 1102 Linalol 0,53 29 1483 Germacreno D 2,36 
11 1141 oxido de cis-limoneno 0,57 30 1486 ar-curcumeno 1,83 
12 1149 oxido de trans-limoneno 0,24 31 1500 Biciclogermacreno 4,99 
13 1152 Fotocitral A 1,06 32 1514 alfa-cedreno 0,73 
14 1154 Citronelal 0,27 33 1517 delta-cadineno 0,36 
15 1166 terpinen-4-ol 1,17 34 1567 E-Nerolidol 1,53 
16 1177 Epoxido de rosafurano 0,28 35 1578 germacreno -D-4-ol 0,57 
17 1185 trans-isocitral 1,48 36 1580 Espatulenol 1,66 
18 1198 ά-terpineol 0,15 37 1585 Oxido de cariofileno 1,41 
19 1234 (E)-geraniol 3,44 38 1641 iso-espatulenol 0,29 
NI: No identificado 
Sin embargo, debido a que el cidrón es una especie perenne cultivada esencialmente 
mediante propagación vegetativa, sus características genéticas tienden a mantenerse a 
nivel local y regional, por lo que se espera que bajo las mismas condiciones ambientales, 
la composición del aceite se mantenga con el tiempo (Santos-Gomes et al., 2005). De 
acuerdo con esto, el perfil cromatográfico y la proporción relativa de sus principales 
componentes, puede ser considerado como un buen indicador de calidad. La alta 
proporción de citral encontrada en el aceite, es de particular interés, teniendo en cuenta 
su comprobada actividad antimicrobiana. 
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Figura 5.1 Perfil cromatográfico GC-MS del aceite esencial 
Perfil cromatográfico del aceite esencial de Aloysia triphylla mediante GC-MS utilizando una columna DB-
5MS de 30 m de largo. La figura insertadamuestra el perfil cromatográfico del aceite esencial (trazo en azul) y 
de la mezcla de parafinas desde C10-17 (trazo en negro) utilizado para calcular los índices de Kovats. 
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5.2 Actividad biológica del aceite esencial de cidrón 
Los resultados del efecto inhibitorio del aceite esencial de Cidrón sobre el crecimiento 
radial de Botrytis cinérea, Sclerotinia sclerotiorum, y Alternaria alternata mediante el 
método de microatmósfera  mostraron un efecto inhibitorio dosis dependiente del aceite 
esencial sobre los tres hongos (figura 5.2). El efecto más significativo se observó sobre 
S. sclerotiorum cuyo desarrollo fue inhibido completamente con una concentración de 
0,0117 µg/cm3 de vapor de aceite esencial. La concentración necesaria para inhibir 
totalmente el crecimiento radial de B. cinerea fue de 0,0469 µg/cm3. Finalmente, la 
inhibición deA. alternata se logró con una concentración de 0,1876 µg/cm3. El efecto 
inhibitorio puede ser atribuido a la alta proporción de citral (Saddiq y Khayyat, 2011) que 
constituye el 45,25 %, de los 38 componentes identificados en el aceite esencial. 
La comparación de resultados en diferentes ensayos de microatmósfera alrededor del 
mundo es un poco complicada debido a las diferencias de composición de los aceites y 
además, a las diferentes metodologías empleadas para evaluar la actividad 
antimicrobiana. Aún más, en los ensayos de microatmósfera la comparación se hace 
difícil debido a que el ensayo se puede realizar de diversas formas. En una de las 
metodologías, el microorganismo es expuesto al aceite esencial en fase de vapor durante 
cortos periodos de tiempo y en la otra el organismo es incubado permanentemente en 
una atmósfera saturada del vapor del aceite esencial, tal como se llevó a cabo en este 
estudio. 
Los resultados de este estudio son muy similares en cuanto a los órdenes de magnitud 
de la cantidad de aceite esencial en fase de vapor y a la metodología empleada, con los 
resultados obtenidos por Arslam y Dervis  (Arslam y Dervis, 2010) en la evaluación de la 
actividad antifúngica de los aceites esenciales de Origanum onites, O. syriacum,O. 
minutiflorum, O. vulgare, O, marjorana, Thymus vulgaris, T. serpyllum, Rosmarinus 
officinalis, Salvia officinalis yMicromeria fruticosa frente a tres cepas de hongos 
vegetativos de V. dahliae. 
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Figura 5.2Curvas de crecimiento radial 
Respuesta sobre el crecimiento radial de Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinérea y Alternaria alternata frente 
al vapor del aceite esencial de cidrón (Aloysia triphylla). Las fotografías a la izquierda muestran el crecimiento 
a los seis días de tratamiento para (A) los testigos, (B) 0,0117 µg/cm3 y (C) 0,0235 µg/cm3 de aceite en fase 
de vapor.  
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Los resultados obtenidos en dicha investigación muestran actividad a concentraciones de 
los aceites que varían entre 2 y 32 µL/caja de Petri (nuestros ensayos fueron hechos a 
concentraciones de 1 hasta 16 µL/caja de Petri). El efecto inhibitorio fue dosis-
dependiente y característico para cada aceite esencial 
Considerando el gran número de compuestos químicos presentes en los aceites 
esenciales, es muy probable que sus propiedades antimicrobianas no sean atribuibles a 
un único mecanismo. El carácter lipofílico de sus esqueletos hidrocarbonados y el 
carácter hidrofílico de sus grupos funcionales,  así como la posible interacción sinérgica 
entre sus componentes, es de gran importancia en la acción antimicrobiana (Dorman et 
al., 2000).  
Sin embargo, los aceites esenciales son típicamente lipofílicos, por lo tanto, pueden 
atravesar la pared celular y la membrana plasmática de los microorganismos rompiendo 
la estructura de las diferentes capas de polisacáridos, ácidos grasos y fosfolípidos. Lo 
anterior causa permeabilización de las membranas principalmente, debido al alto 
contenido de compuestos fenólicos en algunos aceites esenciales, tales como el 
carvacrol, eugenol y timol  (Cosentino et al., 1999; Dorman et al., 2000; Trombetta et al., 
2005; Silva et al., 2011).  
En las bacterias, la permeabilización de las membranas está asociada con la pérdida de 
iones y la reducción del potencial de membrana, colapso de la bomba de protones y 
disminución de las reservas de ATP. Los aceites esenciales pueden coagular el 
citoplasma y dañar lípidos y proteínas. El daño a la pared y a la membrana puede 
conducir a la pérdida de macromoléculas y a la lisis celular (Claeson et al., 1992; Lambert 
et al., 2001). Además, en células eucariotas, los componentes de los aceites esenciales 
pueden causar la despolarización de la membrana mitocondrial, disminuyendo el 
potencial de membrana afectando el ciclo del Ca2+ y otros canales iónicos, disminuyendo 
el pH y como en las bacterias, afectando la bomba de protones (Bakkali et al., 2008). 
Nuestros resultados demuestran que el aceite esencial de cidrón es un fuerte inhibidor 
del crecimiento radial de los tres hongos estudiados y podría ser un candidato óptimo 
para desarrollar pesticidas naturales. No obstante, es necesario, evaluar otros aspectos 
relacionados con la producción y viabilidad de las esporas de los hongos en cuestión. 
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5.3 Preparación de las Micropartículas Sólidas Lipídicas 
5.3.1 Preparación de micropartículas mediante atomización por 
ultrasonido 
La forma convencional para atomizar un líquido es forzar éste a alta velocidad través de 
una pequeña abertura. El líquido deberá tener una velocidad de eyección lo 
suficientemente alta para formar gotas. En las boquillas convencionales, el tamaño del 
orificio afecta significativamente el tamaño de las gotas resultantes. El orificio puede 
obstruirse si hay alguna partícula sólida de diámetro mayor presente en el líquido. Esta 
limitación, no permite que el orificio de las boquillas sea muy pequeño y por lo tanto, se 
dificulta la producción de gotas muy finas.  
La atomización por ultrasonido es una técnica que permite solucionar este problema. 
Cuando a un líquido en forma de una fina película se le permite fluir sobre una superficie 
vibrante (frecuencias >20kHz) éste se rompe en finas gotas. Este fenómeno es conocido 
como atomización por ultrasonido (Avvaru et al., 2006). Como la frecuencia de vibración 
ultrasónica determina el tamaño de las gotas en la atomización por ultrasonido, se 
pueden producir gotas muy pequeñas (1-5µm) incrementando la frecuencia. El grosor de 
la película formada sobre la superficie vibrante, también tiene un efecto sobre el tamaño 
de gota y puede ser controlado ajustando la velocidad de flujo del líquido. A su vez, el 
grosor de la película formada es afectado por las propiedades fisicoquímicas del líquido, 
principalmente por la tensión superficial y por la viscosidad (Rajan y Pandit, 2001; Avvaru 
et al., 2006). 
En el presente trabajo, la preparación de las micropartículas utilizando atomización por 
ultrasonido demostró ser una técnica interesante, que bien vale la pena desarrollar a 
futuro tal y como lo confirman las imágenes obtenidas por microscopía electrónica de 
barrido de la figura 5.3, en la que se observan verse micropartículas esféricas, de 
superficie rugosa y con baja agregación. Sin embargo, una de las desventajas de esta 
técnica fue la elevada dispersión de tamaños de partícula. 
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Figura 5.3 SEM para MSL logradas mediante atomización por ultrasonido 
Imágenes obtenidas por microscopía electrónica de barrido para las micropartículas obtenidas mediante 
atomización por ultrasonido para la formulación F de la tabla 4.1. 
5.3.2 Preparación de las micropartículas mediante emulsificación 
por ultrasonido 
Para la preparación por este método de las micropartículas sólidas lipídicas cargadas con 
aceite esencial de cidrón, fue necesario primero ajustar la cantidad adecuada de 
tensioactivo que permitiese no solo obtener las micropartículas en suspensión sino, 
además, que la suspensión se mantuviese estable a lo largo del tiempo. 
Los resultados obtenidos con diferentes formulaciones en donde se incrementó la 
cantidad de tensioactivo (Polisorbato 20) demostraron que al aumentar la cantidad de 
tensioactivo se obtienen tamaños de partícula cada vez más pequeños, lo que era de 
esperarse puesto que el tensioactivo, como su nombre lo indica esta designado para 
ubicarse en la interfase. Así, al incrementar la interfase, manteniendo la composición del 
sistema constante, el tamaño de partícula se reduce notablemente. 
Además, al incrementar la interfase se eleva la energía libre del sistema causando 
inestabilidad. Como la energía no puede reducirse sin alterar el tamaño de partícula, 
entonces lo hace a través de la separación de fases, Las observaciones se hicieron por 
microscopia óptica. Sólo las formulaciones  1, 2 y 3 se mantuvieron aparentemente 
estables a lo largo de más de dos meses de observación.  
Las formulaciones 4, 5 y 6 evidenciaron inestabilidad física a los cinco días de 
preparadas, hasta producirse la separación de fases caracterizada por la cristalización 
del alcohol estearílico. En la figura 5.4 se muestran las imágenes bajo el microscopio 
óptico (100X) de las formulaciones 5 y 6 respectivamente en donde se puede apreciar la 
formación de cristales en forma de escamas alargadas. El tamaño de los cristales fue 
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proporcional a la fracción de tensioactivo en la formulación. En la Figura 5.4 se ve 
claramente como el tamaño de los cristales en la formulación 6 es mucho mayor que en 
la formulación 5.   
 
 
Figura 5.4 Fenómeno de gelificación en MSL 
Imágenes obtenidas mediante microscopia óptica (100X) de las formulaciones 5 (A) y 6 (B) a los cinco días 
de su preparación. 
Con el tiempo la viscosidad y la apariencia nacarada de las formulaciones fue 
aumentando y este fenómeno se observó aún más en las formulaciones con mayor 
cantidad de tensioactivo. Finalmente la formulación 6 adquirió una textura pastosa y 
perdió la capacidad de fluir, mientras que la formulación 5 se mantuvo como un fluido 
viscoso, nacarado, con fuerte olor a cidrón y sin sensación grasa al tacto, haciendo esta 
formulación interesante en aplicaciones cosméticas. La formulación 4 no mostró un 
cambio tan marcado como las formulaciones 5 y 6 pero su apariencia y textura fue 
claramente diferente de las formulaciones 1, 2 y 3. 
Estos resultados indican que proporciones elevadas de Polisorbato 20 (laurato de 
sorbitan polietoxilado 20) muestran el fenómeno de gelificación típico que tienen los 
productos polietoxilados frente al agua debido a la inmovilización de esta a través de la 
formación de puentes de hidrógeno entre el agua y los oxígenos de las cadenas de óxido 
de etileno. Como el sistema incrementa notoriamente la viscosidad por gelificación, es 
probable que en este vehículo queden atrapadas e inmovilizadas las micropartículas 
lipídicas producidas con alcohol estearílico, aceite de ajonjolí y aceite esencial de cidrón. 
Los fenómenos de gelificación en micropartículas solidas lipídicas pueden ocurrir muy 
rápidamente y de forma impredecible, en la mayoría de los casos la formación del gel es 
un proceso irreversible que involucra la pérdida del tamaño coloidal de las partículas 
(Heurtault  et al., 2003). Sin embargo, de acuerdo con Westesen y Siekmann (Westesen 
y Siekmann, 1997). el fenómeno de gelificación está relacionado directamente con el 
grado de cristalización de la fase lipídica, asociado a un incremento en el área interfacial 
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debido a la formación de cristales coloidales en forma de plaquetas. Dichos procesos han 
sido observados y estudiados bajo diversas factores inductores tales como la 
concentración de lípidos, las fuerzas de corte, la temperatura, la exposición a la luz e 
incluso bajo la influencia de la superficie del material que las contiene (Freitas y  Miller, 
1999). 
Para la preparación de las micropartículas objeto de este estudio, se decidió entonces 
trabajar con Polisorbato 20 al 0,4 %, equivalente a la formulación 2. Esto permitió obtener 
tamaños de partícula razonables y evitar problemas de inestabilidad que impidan la 
caracterización efectiva de las micropartículas.  
Esta técnica de preparación de Micropartículas Sólidas Lipídicas cargadas con aceite 
esencial de cidrón mediante emulsificación por ultrasonido resulto ser muy efectiva en 
todos los casos estudiados. Bajo observación al microscopio óptico en todas las 
formulaciones propuestas (figura 5.5) fue posible obtener micropartículas sólidas en 
suspensión. 
 
 
 
Figura 5.5 Microscopía óptica de SLM 
Imágenes obtenidas mediante microscopia óptica (100X) de las formulaciones A hasta F preparadas 
mediante la técnica de emulsificación por ultrasonido. 
5.4 Caracterización de las micropartículas 
Una vez que las micropartículas sólidas lipídicas cargadas con aceite esencial de Cidrón 
han sido preparadas, es necesaria su caracterización para asegurar el control adecuado 
del proceso de producción. La caracterización de las micropartículas sólidas lipídicas es 
un serio desafío no solo debido a su tamaño sino a la complejidad del sistema que 
incluye fenómenos dinámicos con respecto a su cinética de formación supramolecular, lo 
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que provoca que ligeros cambios en la suspensión original puedan causar una completa 
modificación del sistema (Mehnert y Mäder, 2001).  
5.4.1 Determinación del tamaño de las micropartículas y del 
Índice de polidispersidad 
La determinación del tamaño medio de partículas es quizá uno de los parámetros más 
importantes a considerar puesto que permite por un lado, conocer el rango sobre el cual 
se encuentran distribuidas la mayoría de la partículas y de ese modo clasificarlas bien 
sea como micropartículas o como nanopartículas, y por el otro lado, relacionar el efecto 
sobre el tamaño de las micropartículas de los componentes de la formulación y del 
método de preparación seleccionado.  
Los resultados obtenidos usando la técnica de dispersión dinámica de luz se muestran en 
la tabla 5.4. El tamaño medio de partícula resultó ser menor a un micrómetro en todas las 
formulaciones preparadas.  
Tabla 5.4 Dispersión de tamaño 
Tamaño medio de partícula (Z-Av) con el respectivo Índice de Polidispersidad (IP) para cada formulación 
Formulación Z-Ave (nm)* IP* 
A 432,3±10,1 0,360±0,052 
B 405,4±0,1 0,375±0,003 
C 823,7±14,4 0,631±0,017 
D 804,1±23,4 0,549±0,046 
E 426,8±2,3 0,367±0,036 
F 513,8±17,0 0,368±0,037 
*Los valores se expresan como el promedio ± la desviación estándar para tres determinaciones 
 
El tamaño de las micropartículas mostró una clara dependencia con respecto a los 
componentes de la formulación tal y como se esperaba. De los valores obtenidos en la 
tabla 5.4 pueden apreciarse dos comportamientos diferentes. El primero muestra un 
aumento en el tamaño de las micropartículas así como en el índice de polidispersidad 
conforme aumenta la proporción de aceite esencial de cidrón en la formulación.  El 
segundo, muestra una aparente reducción del tamaño de las micropartículas cuando se 
tiene una mayor proporción de aceite de ajonjolí en la formulación.  
La disminución del tamaño de las micropartículas sólidas lipídicas al incluir un lípido 
líquido en la matriz lipídica es un fenómeno que se ha descrito en la literatura y está 
relacionado con la disminución de la viscosidad de la mezcla lipídica, especialmente la 
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viscosidad del lípido sólido al descender la temperatura (Jenning et al., 2000) lo que 
facilita el proceso de dispersión y en principio genera tamaños de partícula más 
pequeños y con menor dispersión. No obstante, la incorporación de elevadas cantidades 
de lípidos líquidos en la matriz disminuye la eficiencia de incorporación del aceite 
esencial debido a la pérdida de la capacidad de inmovilización del lípido sólido, lo que 
lleva a un incremento en el tamaño de las partículas durante el enfriamiento (Kim et al., 
2010). 
Además, se ha encontrado que el aumento de la proporción del lípido sólido en la matriz 
conduce a mayores tamaños de partícula debido al aumento en la viscosidad de la fase 
dispersa (Vitorino et al., 2011). Esta es precisamente la razón por la cual las 
formulaciones B y E presentan tamaños de partícula ligeramente menores respecto a la 
formulación A. El tamaño de las micropartículas de las formulaciones F, D y C es mucho 
mayor que el tamaño en B y E resultado quizá de la alta proporción de aceite esencial de 
cidrón que debe ser atrapado por la mezcla de lípidos (Lin et al., 2007). 
El índice de polidispersidad para las formulaciones A, B, D y F indica una distribución 
moderada de tamaños de partícula mientras que para las formulaciones D y C el índice 
de polidispersidad presenta un valor mucho más alto indicando una amplia distribución 
de tamaños de partícula y posiblemente mayor tendencia a agregarse (Huo, 2010). 
En la formación de las micropartículas, las gotas fundidas de la fase lipídica deben ser 
reducidas de tamaño por acción del ultrasonido actuando al interior de la emulsión, el 
tamaño de las gotas está fuertemente influenciado por la cantidad y el tipo de 
tensioactivo cuya principal función es la de reducir la tensión superficial y facilitar la 
ruptura de las gotas.  
Puesto que el área superficial incrementa significativamente debido a la reducción del 
tamaño de las gotas por acción del ultrasonido, el tensioactivo debe cubrir rápidamente la 
superficie de estas nuevas gotas antes de que puedan aglomerarse, lo que 
necesariamente implica la acomodación de las moléculas tanto de la fase lipídica como 
de los componentes del aceite esencial. Esta acomodación es tanto más efectiva cuanta 
más afinidad exista entre los componentes de la matriz y los componentes del aceite 
esencial y en particular del estado cristalino de la matriz lipídica una vez las 
micropartículas solidifican. 
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Los alcoholes de cadena larga y de número impar de átomos de carbono pueden 
cristalizar en al menos tres formas polimórficas distintas α, γ y β. A bajas temperaturas 
predominan la fase monoclínica β con cadenas casi verticales al plano basal y la fase 
monoclínica γ con cadenas inclinadas del plano basal normal. Usualmente la forma β se 
encuentra en mayor proporción con respecto a la fase γ. En estas dos fases los grupos 
hidroxilo terminales pueden formar secuencias infinitas de intercambios de enlaces de 
hidrógeno que les confiere propiedades diferentes de aquellas propias de las n-parafinas. 
Cerca del punto de fusión y en un rango muy corto de temperatura, existe la fase 
monoclínica α, con cadenas ligeramente inclinadas (alrededor de 7º) del plano basal 
normal. En la forma α las cadenas hidrocarbonadas están empacadas hexagonalmente y 
tienen rotación a lo largo del eje de la molécula (Yamamoto et al., 1990). 
Durante el proceso de enfriamiento de la emulsión, la fase lipídica debe solidificar, eso 
significa que la transición de fases desde la matriz lipídica fundida, formada 
principalmente por alcohol estearílico, hacia las fases γ y β, pasando por la forma 
inestable α, gobierna en gran medida el óptimo empaquetamiento de las moléculas en 
las micropartículas y por lo tanto el perfil de liberación y su estabilidad a lo largo del 
tiempo. La adición de sustancias capaces de incrementar el grado de desorden en la red 
cristalina, por ejemplo un lípido líquido, en principio, mejora la eficiencia de carga y 
aumenta la estabilidad de las micropartículas a lo largo del tiempo.  
Las transiciones polimórficas, siguen generalmente la llamada regla de Oswald, en donde 
los cambios de fase ocurren paso a paso desde la forma menos estable a la forma más 
estable cuando la nucleación es inducida principalmente por factores cinéticos. Sin 
embargo, bajo la influencia de factores externos (presión, cambios de temperatura, 
adición de “semillas”, etc) es posible romper la regla y provocar la nucleación de formas 
más estables (Sato, 2001). La formación de micropartículas en la formulación C, puede 
estar acompañada por una rápida transición desde la fase α a la fase γ durante el 
enfriamiento, lo que genera un crecimiento masivo de cristales de alcohol estearílico y 
consecuentemente mayor tamaño de las micropartículas y menor eficiencia de carga.  
De hecho, experimentalmente se observó que cantidades superiores al 25 % de aceite 
esencial de cidrón mezclado con alcohol estearílico a 75 ºC, induce inmediatamente la 
cristalización en forma de láminas del alcohol estearílico una vez la temperatura 
disminuye, dejando por fuera el aceite esencial. Además, las formulaciones C y D, 
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presentaron gelificación cuando fueron sometidas a cambios de temperatura y agitación 
con liberación inmediata del aroma, lo que significa que el aceite esencial a pesar de 
tener gran afinidad por la fase lipídica, causa inestabilidad de las micropartículas cuando 
se encuentra en elevadas concentraciones. 
En otros estudios, las suspensiones de micropartículas sólidas lipídicas cargadas con 
aceites esenciales mostraron mantener la eficiencia de carga durante largos periodos de 
almacenamiento (Lai et al., 2007; Garg y Singh, 2011). 
5.4.2 Determinación de la forma y las características de 
superficie 
Para conocer la forma de las micropartículas preparadas, todas las formulaciones fueron 
observadas mediante microscopia electrónica de barrido (SEM). En la figura 5.6 se 
aprecia que las micropartículas obtenidas para cada formulación presentan forma 
esférica, sin embargo, debe mencionarse que debido a la naturaleza lipídica de la matriz, 
las micropartículas tienden a deformarse por efecto del  haz de electrones. 
 
 
Figura 5.6 SEM para MSL obtenidas por emulsificación por ultrasonido 
Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de barrido (SEM) para cada una de las formulaciones A a F 
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Los tamaños observados por microscopía electrónica se mantienen dentro del rango 
determinado mediante dispersión de luz dinámica. Por otro lado, las micropartículas 
liofilizadas también se observaron por microscopía electrónica de barrido a fin de verificar 
su integridad. 
La figura 5.7 muestra claramente que después del proceso de liofilización la forma de las 
micropartículas se conserva sin cambios apreciables en el tamaño de partícula para las 
formulaciones C y F. Los mismos resultados se obtuvieron para el resto de las 
formulaciones.  
 
 
Figura 5.7 SEM para micropartículas después de liofilizar 
Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de barrido para las formulaciones C y F después del 
proceso de liofilización. 
 
La evaluación de la integridad de las micropartículas luego del proceso de liofilización es 
muy importante debido a que con este proceso se puede incrementar la estabilidad 
fisicoquímica de las micropartículas sólidas lipídicas, si se compara con la suspensión 
original, la que en muchos casos evidencia incrementos en el tamaño asociados al 
crecimiento de cristales del lípido sólido de la matriz. Sin embargo, el paso de 
congelación necesario para la liofilización puede afectar la estructura cristalina y las 
propiedades del liofilizado.  
En general los procesos de congelación rápida generan cristales pequeños y 
heterogéneos, que si bien lentifican la velocidad de liofilización, disminuyen el riesgo de 
fenómenos de desestabilización relacionados con el congelamiento produciendo 
liofilizados amorfos más fácilmente resuspendibles (Lee y Cheng, 2006). Se ha 
observado que el proceso de liofilización genera un incremento en el tamaño medio de 
las partículas que puede ser reducido con el uso de agentes crioprotectores como la 
trehalosa, el manitol o la polivinilpirrolidona, por nombrar algunos. Sin embargo, en este 
estudio se decidió no incluir ninguno en la formulación debido a que algunos estudios han 
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demostrado que el proceso de liofilización  de micropartículas lipídicas puede ser llevado 
a cabo sin el uso de agentes crioprotectotes (Vighi et al., 2007). 
5.5 Determinación de la eficiencia de carga y del perfil de 
liberación in vitro 
5.5.1 Eficiencia de carga 
La eficiencia de carga para todas las micropartículas se evaluó mediante cromatografía 
de gases con detector de ionización de llama después de realizar una extracción líquido-
líquido sobre la fase acuosa con diclorometano para extraer el aceite de Cidrón que no 
quedo retenido por la matriz lipídica. La figura 5.8 muestra el segmento del perfil 
cromatográfico obtenido para la curva de calibración empleando citral (neral + geranial) 
como marcador, así como la relación de áreas con respecto a la concentración y el perfil 
cromatográfico para las formulaciones. 
La cuantificación se hizo teniendo en cuenta el área sumada de las señales para el neral 
(tr = 17,767) y el geranial (tr = 21,028). La tabla 5.5 muestra la eficiencia de carga para 
cada formulación estudiada. Los resultados muestran eficiencias de carga superiores al 
90 % del aceite esencial para las formulaciones C, D, E y como era de esperarse, en las 
formulaciones A y B no se detectó contenido de citral. La elevada eficiencia de carga por 
las micropartículas sólidas lipídicas es consistente con los resultados obtenidos por otros 
investigadores para partículas lipídicas (micro y nanopartículas) cargadas con aceites 
esenciales. En todos los estudios consultados la eficiencia de carga mostró dependencia 
con los componentes de la formulación. 
Gavini y colaboradores (Gavini et al., 2005) determinaron los porcentajes de eficiencia de 
carga de micropartículas lipídicas cargadas con aceite esencial de Junípero, empleando 
glicerol behenato (Compritol ATO 188) y glicerol palmitoestearato (Precirol ATO 5) como 
lípidos sólidos formulados en proporciones lípido sólido: aceite esencial 1:1 y 2:1 al 1,5 % 
de fase lipídica. Los resultados para la suspensión presentaron eficiencias de carga de 
35 y 34,7 % para las formulaciones preparadas a partir de Compritol y de 23,3 y 21,8 % 
para las formulaciones preparadas a partir de Precirol. Los valores más elevados de 
encapsulación se obtuvieron para la proporción 1:1 de lípido sólido: aceite esencial. Sin 
embargo, estos resultados indican claramente que elevadas proporciones de aceite 
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esencial en la fase lipídica no favorecen la eficiencia de carga tal como se observó en 
nuestro estudio para la formulación C con 20% de aceite esencial de cidrón en la fase 
lipídica. 
 
Figura 5.8 Determinación de la eficiencia de carga por GC-FID 
Perfil cromatográfico obtenido por CG-FID en una columna DB-5 de 30 m para el Citral (Neral + Geranial) 
para una curva de calibración desde 5-500 ppm. Los gráficos insertados muestran la relación lineal del 
áreapara cada concentración y el perfil cromatográfico para las formulaciones A-F. 
 
De otro lado, nanopartículas sólidas lipídicas cargadas con aceite esencial de Artemisia 
arborscens al 1 % utilizando Compritol como fase lipídica (9 %) y Poloxamer 188 y 
Miranol Ultra® como agentes tensioactivos, presentaron eficiencias de carga entre el 87 
% y 92 % respectivamente (Lai et al., 2006; Lai et al., 2007). Snawi y colaboradores 
(Snawi et al., 2008), estudiaron el efecto de diferentes proporciones de los componentes 
de la formulación sobre las nanopartículas lipídicas cargadas con aceite esencial de 
geranio en concentración del 8 %. Los resultados indican eficiencias de carga mayores al 
90 % en todos los casos es. Sin embargo, al aumentar la proporción del 5 al 15 % de 
ácido esteárico usado como lípido sólido en la matriz lipídica se obtiene un incremento 
del 94 % al 99 % en la eficiencia de carga. Adicionalmente, el aumento de la proporción 
de acido esteárico en la formulación dio lugar a un incremento en el tamaño medio de las 
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partículas pasando de 46 nm a 86 nm (Snawi et al., 2008), debido probablemente al 
aumento en la viscosidad del medio.  
Tabla 5.5 Porcentaje de eficiencia 
El resultado corresponde al promedio de dos determinaciones en dos lotes diferentes ± LC (ecuación 4.2) 
Formulación Eficiencia de Carga (%EC) 
A ND 
B ND 
C 88,79±2,19 
D 92,84±1,64 
E 95,10±1,84 
F 95,26±1,65 
ND: No se detectó contenido de aceite esencial 
 
Finalmente, en la preparación de nanopartículas cargadas de eugenol al 0,2 % en la 
formulación y 9 % en la matriz lipídica, el rendimiento superó el 90% en las formulaciones 
estudiadas. En dicha investigación evaluaron tres formulaciones usando ácido esteárico 
como lípido sólido y poloxamero 188 como tensioactivo. Adicionalmente, en una de las 
formulaciones se consideró la posibilidad de incluir un lípido líquido en la matriz lipídica 
(triglicéridos caprílico/capríco). Así, con una adición del 25% de lípidos líquidos a la 
matriz lipídica (2% de la formulación), se logró un incremento en la eficiencia de carga del 
92 % al 98 %. Cuando la matriz lipídica se incrementó al 4% manteniendo la misma 
proporción de eugenol en la formulación, se logró un aumento de la eficiencia de 
encapsulación del (98%) (Garg y Sing et al., 2011). 
 
De acuerdo con nuestros resultados para las formulaciones D, E y F, la adición de lípidos 
líquidos mejora notablemente la eficiencia de encapsulación pasando de 
aproximadamente 90 % para la formulación C hasta aproximadamente el 95 % para las 
formulaciones E y F y 93 % para la formulación D. El mayor tamaño de las 
micropartículas en la formulación C como su menor eficiencia de carga y la ausencia de 
un lípido líquido en la matriz parecen estar relacionados. 
La incorporación del aceite de ajonjolí y del aceite esencial en la matriz de alcohol 
estearílico ocurre probablemente, por la  formación de agrupaciones moleculares dentro 
de las micropartículas. Las agrupaciones moleculares son producidas por una separación 
parcial de fases debido a las diferencias de solubilidad entre las moléculas del aceite 
esencial y las moléculas de la mezcla lipídica tal como se ha comprobado en mezclas de 
lípidos sólidos con altas proporciones de lípidos líquidos (Jenning et al., 2000). Por otro 
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lado, podría también ser posible que el aceite esencial se encuentre disuelto en el aceite 
de ajonjolí formando nanodominios líquidos dentro de las micropartículas (Garcia-
Fuentes et al., 2005) o sobre la superficie de micropartículas formadas por alcohol 
estearílico (Jores et al., 2003). Esto sugiere, que dependiendo de la manera en cómo se 
estructuren los componentes de la matriz lipídica la incorporación del aceite esencial 
puede darse de diferentes formas. Así, para las micropartículas obtenidas a partir de las 
formulaciones C y D es probable que el aceite de cidrón se ubique sobre la superficie de 
las micropartículas en cantidades un poco mayores que para las formulaciones E y F.    
5.5.2 Porcentaje de Carga 
Complementario a la determinación de la eficiencia de carga de las micropartículas, es 
necesario conocer el porcentaje de carga después del proceso de liofilización, debido a 
que los componentes del aceite esencial son volátiles. Tal como se esperaba, los 
resultados obtenidos (tabla 5.6) indican que durante el proceso de liofilización hay 
pérdida del aceite esencial. Sin embargo, cabe anotar que al parecer, el aceite que se 
pierde corresponde al aceite que no fue atrapado por las micropartículas y se encuentra 
en el seno de la solución, por ese motivo, al calcular una nueva eficiencia de carga para 
las micropartículas secas se encuentran valores superiores que los obtenidos para las 
micropartículas en solución mediante GC-FID sobre todo para las formulaciones C y D en 
donde la cantidad de aceite no atrapado fue mayor.  
Tabla 5.6 Porcentaje y eficiencia de carga para las MSL liofilizadas 
Formulación Porcentaje de carga (%) Eficiencia de carga (%) 
C 18,04±0,48 95,79±1,74 
D 13,65±0,46 96,93±2,24 
E 4,66±0,37 97,63±3,24 
F 9,60± 0,49 97,78±2,15 
Los resultados corresponden al promedio de cuatro determinaciones, dos determinaciones en dos lotes 
diferentes± LC (ecuación 4.2) 
 
La determinación de la eficiencia de carga bien sea por CG-FID o por pérdidas de peso 
no permite diferenciar entre el aceite esencial que se pierde durante el proceso de 
preparación de las micropartículas y el aceite que se pierde durante la liofilización, sin 
embargo, puede asegurarse en base a los resultados obtenidos para las  formulaciones 
E y F, que la cantidad que se pierde en ambos procesos es baja cuando el aceite se 
logra integrar eficientemente en la matriz lipídica. 
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5.5.3 Perfil de Liberación in-vitro 
Debido a la elevada volatilidad de  los aceites esenciales el perfil de liberación puede 
construirse a partir de la pérdida sucesiva de masa de las micropartículas conforme 
transcurre el tiempo. Los perfiles de liberación para las formulaciones C, D, E, F y para el 
aceite esencial de cidrón se muestran en la figura 5.9. En general todas las 
formulaciones presentaron bajos porcentajes de pérdida de volátiles cuando se las 
compara con el aceite puro, entre el 16 % para la formulación E y el 50 % para la 
formulación C con respecto al 95 % para el aceite puro al cabo de 24 horas a 32 ºC.  
Las formulaciones C y D liberaron mayor cantidad de aceite esencial en menor tiempo, 
especialmente la formulación C, contrario a lo que se podría pensar que debido al mayor 
tamaño de las micropartículas la liberación sería más lenta y más bien podría estar 
relacionado a los mismos factores que determinan la eficiencia de carga (Bunjes et al., 
1996; Jenning et al., 2000; Jores et al., 2003; Garcia-Fuentes et al., 2005) 
De hecho, la adición de aceite de ajonjolí en la matriz lipídica cambia notablemente el 
perfil de liberación. La formulaciones E y F con 15 % y 10 % de lípido líquido, retienen 
mejor los componentes volátiles del aceite esencial y liberan menos del 20% durante las 
primeras 10 horas con un patrón de liberación practicamente monofásico. Por el 
contrario, las formulaciones D y C presentan un patrón de liberación bifásico, con 
liberación de una elevada cantidad de volátiles (efecto “burst”) en las primeras dos horas, 
20 % y 31 % respectivamente, posiblemente debido al aceite que no fue retenido y quedo 
sobre la superficie de las micropartículas (tablas 5.5 y 5.6). 
Estos resultados parecen ser contrarios a los obtenidos en nanoparticulas lipídicas 
cargadas con eugenol, en donde la incorporación de un lípido líquido en la matriz facilita 
la liberación debido a la mayor fluidez de la matriz y al menor tamaño de las 
microparticulas (Garg y Sing et al., 2011). Sin embargo, ese mismo efecto se observa 
con claridad en la formulación E, en donde la liberación de los volátiles se ve favorecida 
por la presencia del aceite de ajonjolí. 
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Figura 5.9 Perfil de liberación 
Perfil de liberación in-vitro de las formulaciones C-F liofilizadas y del aceite esencial de cidrón (AE) a 32 ºC.  
De acuerdo con lo anterior, las microparticulas de las formulaciones F y E podrían ser 
buenas candidatas para el desarrollo de sistemas de liberación sostenida de 
componentes volátile. No obstante, dada la complejidad de este tipo de sistemas es 
necesario profundizar en su investigación para elucidar los aspectos fisicoquímicos que 
determinan su comportamiento. 
Puesto que el proceso de preparación de las micropartículas involucra temperaturas 
elevadas, la evaluación del perfil de liberación de volátiles desde las micropartículas es 
de suma importancia para determinar si eventuamente la temperatura llevó a la 
degradación de los componentes del aceite esencial. 
Los perfiles cromatográficos de la formulación F (los perfiles de las formulaciones C, D y 
E son similares) y del aceite esencial puro se presentan en la Figura 5.10. Si bien, no se 
encontró ninguna diferencia en cuanto a los componentes del aceite esencial y las 
formulaciones, si se evidenció una marcada diferencia en cuanto a la proporción relativa 
de los componentes en fase de vapor. En las formulaciones, se encontró mayor 
proporción de neral y geranial que en el aceite esencial donde se observa mayor 
proporción de limoneno y 1,8-cineol. De acuerdo con esto, las diferencias observadas 
entre los dos perfiles de liberación podrían ser debidas a la fuerte interacción entre los 
componentes de la matriz con los componentes del aceite esencial. De hecho, el perfil 
cromatográfico para las formulaciones es un tanto más parecido al de la Figura 5.1 con 
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menor proporción de limoneno (10 %) y 1,8-cineol (2 %) con respecto al neral (31 %) y 
geranial (31 %). Eso significa que las micropartículas ejercen mayor control sobre los 
componentes del aceite esencial, especialmente sobre los más volátiles, contrario a lo 
que sucede en el aceite puro en donde los componentes mas vólatiles son liberados 
primero y en gran cantidad, por lo tanto el aroma percibida de las micropartículas puede 
ser diferente del aroma percibida para el aceite esencial puro. 
 
 
Figura 5.10 Perfiles cromatográficos por HS-SPME GC-MS 
Perfil cromatográfico para el aceite esencial y para la formulación F obtenido por HS-SPME GC-MS.El 
cromatograma inserto corresponde al perfil cromatográfico del extracto en diclorometano en el literal 5.5.1. La 
intensidad de los cromatogramas no está normalizada. 
El cromatograma inserto en la figura 5.10 muestra que el perfil cromatográfico obtenido a 
partir de los extractos en diclorometano usado para la determinación de la eficiencia de 
carga, sigue manteniendo la misma proporción de componentes, lo que indica que los 
perfiles obtenidos por HS-SPME GC-MS estan directamente relacionados con la 
interacción de los componentes volátiles del aceite esencial con los lípidos de la matriz, 
mas que con alguna alteración de los componentes debida al proceso de preparación de 
las micropartículas. 
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5.5.4 Modelos de Liberación 
Para indagar acerca del posible mecanismo de liberación de los componentes volátiles 
desde la matriz lipídica de las micropartículas, los datos de pérdida de masa de volátiles 
fueron evaluados de acuerdo con los modelos propuestos por Weibull, Higuchi, 
Korsmeyer–Peppas y Baker–Lonsdale. 
En la Figura 5.11 se muestra la correlación de los datos del perfil de liberación de las 
micropartículas con cada uno de los modelos propuestos. En términos generales los 
datos de las formulaciones C, D, E y F se ajustan a los modelos y predicen en todos los 
casos mecanismos de liberación dirigidos por fenómenos difusivos (tabla 5.7). 
Tabla 5.7 Modelos de liberación de Weibull, Higuchi, Korsmeyer–Peppas y Baker–Lonsdale 
Formulación 
Modelo de liberación 
Weibull Higuchi Korsmeyer–Peppas Baker–Lonsdale 
\2 E ]E × 10Q \2 ]I  \2 ^ ]^ \2 ]UV × 10Q  
C 0,988 0,370 33,7 0,963 0,085 0,980 0,287 0,246 0,981 2,82 
D 0,993 0,416 15,2 0,976 0,077 0,987 0,355 0,160 0,988 1,75 
E 0,989 0,461 3,43 0,998 0,045 0,996 0,409 0,056 0,997 0,44 
F 0,991 0,455 2,06 0,997 0,053 0,994 0,418 0,073 0,993 0,65 
 
Los valores obtenidos para el parámetro E en el modelo de Weibull están en las cuatro 
formulaciones por debajo de 0,5 y como se esperaba, la velocidad de liberación 
disminuye significativamnete en las formulaciones E y F. Lo mismo ocurre para el 
parámetro ^ calculado a partir del modelo de Korsmeyer-Peppas, para el que en todos 
los casos se encuentran valores menores a 0,45.Sin embargo, cabe notar que la 
formulación C presenta los coeficientes de correlación lineal más bajos en los cuatro 
modelos, particularmente en el modelo de Higuchi, lo que sugiere que  en el proceso de 
liberación de los componentes  volátiles desde la matriz de alcohol estearílico, podrían 
darse otros mecanismos estrechamente ligados con los procesos difusivos predichos por 
los modelos. 
De otro lado, el comportamiento obtenido para la formulación C indica nuevamente una 
clara influencia de las mezclas binarias de lípidos líquidos sobre el perfil de liberación del 
aceite esencial, la que podría estar relacionada con el estado cristalino de la matriz 
lipídica, tal como se indicó anteriormente en donde probablemente un crecimiento masivo 
de cristales dificulta la acomodación efectiva (estructuración) de los componentes del 
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aceite esencial en la red cristalina del alcohol estearílico, pudiendo ser liberados de las 
micropartículas con más facilidad. Por lo tanto, la velocidad de liberación de los 
componentes volátiles desde la matriz lipídica podría ser  dependiente de las 
interacciones entre los componentes del aceite esencial de cidrón con los componentes 
del aceite de ajonjolí estructurado en la matriz lipídica (Bunjes, 2011) de esta manera, 
cuanto mayor grado de estructuración haya en la matriz mejor control de la velocidad de 
liberación. 
En la mayoría de estudios sobre matrices lipídicas con fármacos no volátiles, la 
incorporación de un lípido líquido en la matriz incremento la velocidad de liberación a 
medida que aumenta la proporción de lípido líquido en la matriz (Jenning et al., 2000). No 
obstante, este comportamiento aparentemente contrario a nuestros resultados, debe ser 
interpretado cuidadosamente. Así, debido a que los componentes volátiles del aceite 
esencial de cidrón no están propiamente encapsulados en la matriz sino más bien 
retenidos (Finney, 2009). Cuando las partículas son liofilizadas no existe una barrera real 
que evite su volatilización. En consecuencia, la liberación de los volátiles es muy 
dependiente de la afinidad con la matriz lipídica y del reparto con la fase gaseosa donde 
se genera la difusión de los componentes volátiles que rodea las micropartículas (Taylor 
et al., 2009). 
Si bien, el perfil de liberación de las cuatro formulaciones se correlaciona bien con los 
cuatro modelos estudiados, estos resultados no pueden extrapolarse fácilmente al 
comportamiento de la liberación de los componentes del aceite esencial a partir de las 
micropartículas en ambientes naturales en donde, varios procesos pueden estar 
ocurriendo simultáneamente y la caracterización del perfil de liberación desde un modelo 
matemático requiere del conocimiento profundo de fenómenos relacionados con el 
comportamiento en uso de las micropartículas, cambios en la morfología y las 
dimensiones durante la liberación, medidas de las propiedades térmicas del sistema y del 
grado de cristalinidad, entre otras (Siepmann y Siepmann, 2011), así como también la 
influencia de las condiciones ambientales. 
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Figura 5.11 Correlación del perfil de liberación con los modelos de liberación 
Correlación del perfil de liberación de las micropartículas liofilizadas de las formulaciones C, D, E y F con los 
modelos de Weibull (1), Higuchi (2), Korsmeyer–Peppas (3) y Baker–Lonsdale (4). 
5.6 Mecanismo de liberación 
Aunque se han realizado estudios para conocer el efecto de la naturaleza y proporción de 
varios componentes sobre las partículas sólidas lipídicas resultantes, investigaciones 
profundas para indagar sobre los fenómenos que gobiernan la liberación de 
componentes volátiles a partir de micropartículas sólidas lipídicas aún es escasa. Así, el 
conocimiento apropiado de los mecanismos de liberación de este tipo de moléculas es 
esencial para entender su comportamiento.     
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5.6.1 Grado de cristalinidad de la matriz lipídica 
Los análisis de las propiedades térmicas de las micropartículas y del grado de 
cristalinidad de la matriz lipídica permiten indagar acerca de los procesos fisicoquímicos 
que pueden ocurrir durante la preparación, el almacenamiento y la liberación de los 
componentes activos de las micropartículas. Con el propósito de profundizar en este 
aspecto, sobre las micropartículas liofilizadas se llevaron a cabo análisis por calorimetría 
diferencial de barrido y difracción de rayos X. 
5.6.1.1 Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
La Figura 5.12 muestra los termogramas obtenidos para las seis formulaciones al cabo 
de tres meses de evaluación y las propiedades térmicas se resumen en la tabla 5.8. En 
general se observa una disminución en el rango de fusión en todas las micropartículas 
con una clara tendencia a aumentar conforme transcurre el tiempo de observación, 
especialmente en las formulaciones A, C y D. La formulación A fue preparada a partir de 
alcohol estearílico como único componente de la matriz lipídica y por tanto su 
comportamiento térmico es más parecido al del alcohol estearílico. Sin embargo, el 
comportamiento de la formulación A difiere del lípido puro, no solo en el punto de fusión 
sino además en las entalpias de fusión y en el ancho de la señal endotérmica. Esta 
característica, común a las demás micropartículas, indica un aumento en el número de 
defectos cristalinos lo que es considerado un fenómeno característico del proceso de 
fusión de partículas de tamaños muy pequeños (Bunjes y Unruh, 2007; Bunjes, 2011). 
Tabla 5.8 Propiedades térmicas 
Propiedades térmicas de las micropartículas obtenidas en las formulaciones A, B, C, D y F con respecto al 
alcohol estearílico. 
Formulación 2 meses (calentamiento) 3 meses (calentamiento) 3 meses (enfriamiento) 
Tf ºC ∆Hf (J/g) Tf ºC ∆Hf (J/g) TsºC ∆Hs (J/g) 
AE 59,83 247,3 59,78 246,8 53,71 246,1 
A 58,55 182,7 58,88 185,6 53.71 183,2 
B 57,16 148,4 57,28 147,9 49,62 145,1 
C 58,45 179,6 58,56 185,8 52,91 177,8 
D 58,35 171,2 58,43 182,0 51,63 178,1 
E 57,31 159,5 57,35 164,3 51,25 154,3 
F 57,33 165,5 57,36 168,1 51,53 164,3 
 
Este efecto es aún más marcado en la formulación B (mezcla de alcohol estearílico y 
aceite de ajonjolí 80:20) caracterizada por presentar los valores más bajos de entalpía y 
rango de fusión y sin cambio aparente al tercer mes.  Ese mismo comportamiento se 
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aprecia en las formulaciones E y F confirmando que las micropartículas preparadas con 
mezclas binarias de lípidos sólidos con lípidos líquidos presentan mayor estabilidad a lo 
largo del tiempo y pueden ejercer mejor control sobre la liberación de los componentes 
volátiles. 
El comportamiento térmico de las micropartículas A, C y D durante el tercer mes mostró 
un incremento en la entalpía y en el punto de fusión, resultado de una posible transición 
de fase inducida por la liberación del aceite con el respectivo cambio en la composición 
de las micropartículas. En el caso de las micropartículas de la formulación C el 
incremento en la entalpía fue un poco mayor que el observado en la formulación A. 
Posiblemente la liberación de los componentes volátiles influencia la velocidad de 
cristalización del alcohol estearílico de la matriz.  
En la curvas de enfriamiento de la Figura 5.10 las formulaciones A y C e incluso D tienen 
un comportamiento muy similar al del alcohol estearílico, las señales presentan un 
hombro característico de la transición de la fase α de alta energía a la fase estable γ (van 
Miltenburg y Oonk, 2001) lo que sugiere que durante la preparación de las formulaciones 
C y D ocurre un menor grado de estructuración en la matriz lipídica provocando 
efectivamente, como se había mencionado en párrafos anteriores, el crecimiento masivo 
de cristales y por consiguiente mayor tamaño de partícula y además, mayor velocidad de 
liberación de los componentes volátiles. 
En otras palabras, puede decirse que en las micropartículas sólidas lipídicas cargadas 
con componentes volátiles, la liberación no solo está gobernada por procesos difusivos, 
sino que además, es probable que a medida que los componentes volátiles son liberados 
desde la matriz, los lípidos que la conforman pasan a estados cristalinos más estables. 
Este efecto podría ser más marcado durante los primeros meses y por ese motivo la 
entalpía de fusión de las micropartículas de la formulación C es comparable con la 
observada para la formulación A. 
De otro lado, todas las formulaciones mostraron un superenfriamiento significativo con 
respecto al del alcohol estearílico (Gandolfo et al., 2003) debido a la presencia de otras 
sustancias de los componentes del aceite esencial, el tensioactivo y el aceite de ajonjolí. 
Adicionalmente, en las formulaciones B, E y F, la señal correspondiente a la modificación 
menos estable no pudo ser detectada en las curvas de enfriamiento lo que sugiere la 
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formación de una solución sólida estable en la que el aceite de ajonjolí se encuentra 
disuelto en el alcohol estearílico (Gandolfo et al., 2003; Pardeike et al., 2011) con un 
rango de solidificación bien definido entre 49-51ºC  
 
 
 
Figura 5.12 Termogramas para el alcohol estearílico (AE) y para las micropartículas 
Termogramas para las micropartículas de las formulaciones A, B, C, D, E y F obtenidos al tercer mes de 
preparación mantenidas a 20ºC. En la parte superior se muestran las curvas de enfriamiento y en la parte 
inferior las curvas de calentamiento. 
5.6.1.2 Difracción de Rayos X (DRX) 
Para complementar los resultados obtenidos con DSC, es necesario indagar profundizar 
acerca del estado cristalino de las micropartículas. En la Figura 5.13 se presentan los 
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difractogramas de las formulaciones y del alcohol estearílico obtenidos al cabo de tres 
meses a 20ºC. 
Las diferencias de las formulaciones con respecto al alcohol estearílico son evidentes. 
Las reflexiones características de la forma β para el alcohol estearílico a 2θ20, 589; 
21,681; 22,175 y 24,567 prácticamente desaparecen en los difractogramas de las  
formulaciones B, E y F pero se observa más claramente en las formulaciones A, C y D 
respectivamente. De hecho, las reflexiones típicas del alcohol estearílico en estas 
formulaciones incrementaron ligeramente entre la medición al primer (Anexo E, figura E-
1) y tercer mes, lo que puede interpretarse como un aumento del grado de cristalinidad 
con el tiempo para estas formulaciones. 
La forma γ parece ser la forma predominante en las formulaciones B, E y F indicando que 
poseen un menor grado de cristalinidad que se mantiene en el tiempo a causa de la 
adición del aceite de ajonjolí, el que actúa como disruptor de la red cristalina y no permite 
que el alcohol estearílico se acomode fácilmente en la forma β. Los difractogramas de las 
formulaciones presentan señales más anchas y de menor intensidad con respecto al 
difractograma del alcohol estearílico. Los difractogramas de las formulaciones son 
característicos de las mezclas de materiales con mayor contenido de imperfecciones de 
red, esto es, en formas cristalinas menos organizadas o cristalización incompleta del 
alcohol estearílico.  
La adición del aceite de ajonjolí a la matriz lipídica genera un mayor grado de 
estructuración en las micropartículas que al parecer pueden cristalizar en una forma 
estable a lo largo del tiempo y que es característica de las mezclas lipídicas (Sato, 2001). 
A medida que las micropartículas adquieren mayor estructuración por la adición del 
aceite de ajonjolí, el grado de cristalinidad disminuye produciendo formas cristalinas de 
baja energía, las que permiten la inclusión de mayor cantidad de componentes en la 
matriz aumentando de este modo la capacidad de carga. Además es posible que las 
moléculas se acomoden mejor en la matriz y como resultado se obtengan cinéticas de 
liberación más lentas, mediadas principalmente por procesos difusivos de los 
componentes volátiles desde la matriz estructurada hacia el exterior, sin mayores 
cambios en el estado cristalino. 
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En síntesis, los resultados conjuntos de difracción de rayos X y calorimetría diferencial de 
barrido permiten establecer que las formulaciones preparadas a partir de mezclas 
binarias de alcohol estearílico y aceite de ajonjolí presentan un mayor grado de 
estructuración de la matriz lipídica. Dicha estructuración está caracterizada por el arreglo 
de los componentes del aceite de ajonjolí dentro de la red cristalina del alcohol estearílico 
en formas de baja energía estables a lo largo del tiempo, permitiendo a su vez la 
incorporación más eficiente de los componentes volátiles del aceite de cidrón. Ese estado 
cristalino particular se ve reflejado en los modelos de liberación orientados principalmente 
por procesos difusivos tal y como fue predicho por los modelos de Weibull, Higuchi, 
Korsmeyer–Peppas y Baker–Lonsdale.  
Al parecer, en la formulación C al parecer los componentes volátiles del aceite de cidrón 
no pueden establecer interacciones efectivas con la estructura cristalina del alcohol 
estearílico. Esto puede deberse a su naturaleza volátil y por tanto, al volatilizar propician 
la transición de fases desde estados de mayor energía a estados de menor energía. Por 
lo tanto, el mecanismo de liberación en este caso no solo está dirigido por procesos 
difusivos sino además por fenómenos de cristalización que podrían estar ocurriendo 
simultáneamente.  
Una de las implicaciones del estado cristalino de las micropartículas se relaciona 
directamente con la velocidad a la que pueden ser degradadas. Micropartículas con baja 
cristalinidad en la matriz, inducida por la adición de lípidos líquidos, muestran mayor 
velocidad de degradación por efecto de enzimas lipolíticas que aquellas con mayor grado 
de cristalinidad. De hecho, la velocidad de degradación disminuye conforme aumenta la 
cristalinidad de la matriz lipídica durante el almacenamiento (Olbrich et al., 2002). En este 
sentido, es posible que la velocidad de degradación de las micropartículas de la 
formulación C sea menor que la velocidad de degradación de las micropartículas de las 
formulaciones D, E y F debido al estado cristalino menos estable (forma γ) de las 
micropartículas. Este es un aspecto de suma importancia si se pretende eventualmente 
utilizar este tipo de sistemas para la liberación de sustancias activas en el suelo, porque 
si bien la biodegradación del alcohol estearílico en ambientes naturales ocurre con 
relativa rapidez (Mudge, 2005), también es cierto que le toma más tiempo que otros 
alcoholes de cadena  más corta y aunque se considera de baja toxicidad, la velocidad de 
90 Preparación y Caracterización de Micropartículas Sólidas Lipídicas (MSL) Cargadas con Aceite Esencial de Cidrón (Aloysia triphylla) Mediante 
Emulsificación por Ultrasonido 
 
remoción es importante cuando se pretende descargar grandes cantidades (Hans 
Sanderson et al., 2009). 
Figura 5.13 Difractogramas del alcohol estearílico (AE) y de las formulaciones 
Difractogramas del alcohol estearílico y de las formulaciones A, B, C, D, E y F al tercer mes de 
almacenamiento. Las gráficas a la derecha muestran una ampliación de las reflexiones más intensas donde 
se pueden apreciar la desaparición de las señales características del alcohol estearílico en todas las 
formulaciones. 
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Figura 5.13 (continuación) Difractogramas del alcohol estearílico (AE) y de las formulaciones A, B, C, D, E y 
F al tercer mes de almacenamiento. Las gráficas a la derecha muestran una ampliación de las reflexiones 
más intensas donde se pueden apreciar la desaparición de las señales características del alcohol estearílico 
en todas las formulaciones. 
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6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
La extracción del aceite esencial de cidrón (Alloysia triphylla) mediante la técnica de 
arrastre con vapor, permitió obtener rendimientos del 0,25 % p/p comparables a aquellos 
publicados en otros estudios. Además, mediante análisis por cromatografía de gases con 
detector de ionización de llama y acoplada a espectrometría de masas, se logró la 
identificación y cuantificación de por lo menos 37 componentes, de los cuales el citral 
(neral + geranial) corresponde a aproximadamente el 42,5 % del total. 
Debido a la comprobada acción microbiana del citral, se llevarón a cabo ensayos para 
determinar la actividad biológica del aceite esencial de Cidrón en fase de vapor frente a 
Botrytis cinérea, Sclerotinia sclerotiorum, y Alternaria alternata, utilizando el método de 
microatmósfera. El hongo más susceptible a la acción del vapor del aceite esencial fue el 
S. sclerotiorum, cuyo desarrollo fue inhibido completamente con una concentración de 
0,0117 µg/cm3 de vapor de aceite esencial. B. cinérea  y A. alternata fueron menos 
susceptibles y la inhibición del crecimiento radial se observó a 0,0469 µg/cm3y 0,1876 
µg/cm3 de aceite en fase de vapor. 
La actividad frente al crecimiento radial de B. cinérea, S. sclerotiorum, y A. alternata del 
aceite de cidrón en fase de vapor se suma a la amplia actividad biológica del aceite de 
Cidrón demostrada en otros estudios. Por lo tanto, se decidió atrapar el aceite esencial 
de cidrón en micropartículas sólidas lipídicas preparadas con mezclas en diferentes 
proporciones, de alcohol estearílico y aceite de ajonjolí, mediante emulsificación directa 
por ultrasonido.  
La técnica de emulsificación escogida permitió la preparación de micropartículas sólidas 
lipídicas de forma esférica con tamaños comprendidos entre 432 nm y 513 nm con 
índices de polidispersidad moderados entre 0,360 y 0,630 y eficiencias de carga entre el 
88,79 % y 95,26 %. Con esta metodología la preparación se logró en un solo paso de 
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emulsificación/homogenización y sin el uso de solventes orgánicos y sin la degradación 
de los componentes del aceite esencial. 
Los perfiles de liberación mostraron una marcada reducción de la velocidad de 
volatilización del aceite esencial frente al aceite puro. En el peor de los casos, la 
formulación E, se liberó cerca del 50 % de volátiles en 24 horas a 32 ºC frente al 95 % 
liberado por el aceite puro. Los resultados más atractivos se lograron con la formulación 
F, para la que la liberación de volátiles a las mismas condiciones de ensayo alcanzó 
apenas el 16%.  
La cinética de liberación en todas las formulaciones está principalmente controlada por 
procesos difusivos de los componentes volátiles del aceite esencial desde la matriz 
lipídica hacia el exterior (de acuerdo a la elevada correlación con los modelos Weibull, 
Higuchi, Korsmeyer–Peppas y Baker–Lonsdale). Los análisis de las formulaciones al 
cabo de dos y tres meses por calorimetría diferencial de barrido y difracción de rayos X, 
indican que la adición de aceite de ajonjolí en la matriz de alcohol estearílico produce 
mezclas de lípidos en formas cristalinas con mayor número de imperfecciones de red que 
permiten aumentar la capacidad de carga y controlar más eficientemente la liberación.  
Además, en ausencia de aceite de ajonjolí o en bajas proporciones, la matriz lipídica 
presenta mayor tendencia a cristalizar en formas más empaquetadas, conforme los 
componentes volátiles son liberados. Esto sugiere que en estos casos, el mecanismo no 
está dirigido exclusivamente por procesos difusivos, sino que al parecer ocurren 
fenómenos de cristalización/difusión simultáneamente.  
6.2 Recomendaciones 
Este estudio es apenas una aproximación preliminar para tratar de elucidar los 
mecanismos fisicoquímicos que caracterizan las micropartículas sólidas lipídicas 
cargadas con componentes volátiles y por lo tanto, las explicaciones que se han 
planteado necesitan ser soportadas sobre la base de estudios más exhaustivos, entre los 
que se pueden mencionar la microscopía de fuerza atómica (AFM) con la que se podría 
obtener información mucho más precisa de la forma y características superficiales de las 
micropartículas en estado hidratado, sin tratamiento previo de las muestras, tal como se 
encuentran en la suspensión resultante. Mediante espectroscopia de resonancia 
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magnética nuclear (RMN) puede determinarse la composición de las micropartículas y 
caracterizar la dinámica molecular de los componentes con la ayuda de experimentos de 
RMN en orden a difusión (DOSY) y de este modo conocer la ubicación de los 
componentes del aceite de ajonjolí y del aceite esencial en la matriz lipídica. Las medidas 
de potencial zeta, permiten hacer predicciones con respecto a la estabilidad al 
almacenamiento de las micropartículas.  
Por otro lado, para comprobar la bondad del método de preparación, se deben adelantar 
estudios en donde se modifique la frecuencia de oscilación de las ondas acústicas y las 
concentraciones de la fase lipídica, esto permitiría profundizar en el estudio de las 
variables de proceso sobre el tamaño, la forma y el grado de dispersión de las 
micropartículas producidas. 
También es muy importante analizar las micropartículas por DSC y DRX durante mayor 
tiempo para poder corroborar los resultados preliminares obtenidos en este estudio. 
Además, las formulaciones en suspensión deben ser sometidas a estudios de estabilidad 
a largo plazo para determinar si ocurren cambios significativos en cuanto al tamaño, la 
forma, la dispersión, la eficiencia de carga y el estado cristalino de las micropartículas, 
durante periodos extendidos de almacenamiento. 
Este trabajo, el primero en su tipo en nuestro país, sienta las bases para iniciar futuras 
investigaciones que permitan mejorar el entendimiento de este tipo de sistemas en sus 
múltiples aplicaciones. En el futuro, se espera desarrollar productos novedosos basados 
en este tipo de sistemas de liberación, que generen valor agregado y sean fabricados a 
través de tecnologías amigables en donde se pueda aprovechar nuestra inmensa riqueza 
natural.  
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Anexo A: Caracterización del aceite esencial 
de cidrón (Aloysia triphylla) 
 
 
Tabla A-1: Determinación del porcentaje de rendimiento 
Masa de material vegetal 
(g) 
Masa de aceite extraído 
(g) 
Porcentaje de 
Rendimiento (%) 
580 0,843 0,14534 
510 1,032 0,20235 
580 1,491 0,25707 
670 1,077 0,16075 
600 1,478 0,24633 
530 1,379 0,26019 
640 1,53 0,23906 
650 1,694 0,26062 
690 1,784 0,25855 
800 2,155 0,26938 
800 3,067 0,38338 
900 2,412 0,26800 
1300 4,645 0,35731 
Promedio 0,25 
Desviación estándar 0,07 
Intervalo de confianza (95 %) 0,02 
 
 
 
Tabla A-2: Determinación de la densidad relativa 
 
Densidad del agua a 20 °C: 0,99823 g/mL 
 
 
 
Tabla A-3: Determinación del residuo no volátil 
Masa vidrio Masa vidrio + aceite Masa vidrio + residuo Residuo no volátil 
9,3572 10,8996 9,402 2,9046 
9,3296 10,8987 9,3762 2,9699 
9,6523 10,8945 9,6897 3,0108 
Promedio 2,96 
Desviación estándar  0,05 
Intervalo de confianza (95 %) 0,10 
 
picnometro 
(g) 
picnometro + 
aceite (g) 
Picnometro + 
agua (g) 
Densidad20  
(g/mL) 
Densidad420  
(g/mL) 
13,9539 15,7206 15,949 0,8855 0,8840 
13,9539 15,7225 15,9495 0,8862 0,8847 
13,9539 15,7209 15,9499 0,8853 0,8837 
Promedio 0,8841 
Desviación estándar  0,0005 
Intervalo de confianza (95 %) 0,0007 
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Tabla A-4: Determinación del índice de refracción 
 
 
 
Tabla A-5: Determinación de los índices de Kovats   Tabla A-6: Parafinas 
pico tr 
10 6,752 
11 10,098 
12 14,046 
13 18,194 
14 22,327 
15 26,335 
16 30,184 
17 33,831 
18 37,310 
 
 
 
 
Índice de Refracción 
 
1,4872 
 
1,4862 
 
1,4857 
 
1,4870 
Promedio 1,4865 
Desviación estándar 0,0007 
Intervalo de confianza (95 %) 0,0008 
pico Tr Ik compuesto %relativo 
1 6,102 981 Sabineno 0,75 
2 6,216 984 1-Octen-3-ol 0,38 
3 6,436 991 6-metil-5-Hepten-2-ona 1,34 
4 7,758 1030 Limoneno 5,48 
5 7,814 1032 1,8-cineol 2,15 
6 7,995 1037 (Z)-β-ocimeno 0,18 
7 8,336 1047 (E)-β-ocimeno 2,39 
8 8,552 1054 5-Heptenal 0,04 
9 10,105 1100 NI 0,17 
10 10,188 1102 Linalol 0,53 
11 11,708 1141 oxido de cis-limoneno 0,57 
12 11,923 1149 oxido de trans-limoneno 0,24 
13 12,132 1152 Fotocitral A 1,06 
14 12,243 1154 Citronelal 0,27 
15 12,716 1166 terpinen-4-ol 1,17 
16 13,151 1177 Epoxido de rosafurano 0,28 
17 13,454 1185 trans-isocitral 1,48 
18 13,978 1198 ά-terpineol 0,15 
19 15,443 1234 (E)-geraniol 3,44 
20 16,066 1249 Neral 19,10 
21 16,484 1259 (Z)-geraniol 3,72 
22 17,366 1280 Geranial 26,15 
23 21,392 1377 a-copaeno 0,38 
24 21,800 1387 Acetato de geranilo 2,19 
25 22,863 1413 a-cedreno 0,20 
26 23,183 1421 trans-beta-cariofileno 1,83 
27 24,824 1462 Aromandreno 0,28 
28 25,458 1478 Geranyl propionato 0,24 
29 25,662 1483 Germacreno D 2,36 
30 25,755 1486 ar-curcumeno 1,83 
31 26,323 1500 biciclogermacreno 4,99 
32 26,879 1514 alfa-cedreno 0,73 
33 27,006 1517 delta-cadineno 0,36 
34 28,901 1567 E-Nerolidol 1,53 
35 29,336 1578 germacreno -D-4-ol 0,57 
36 29,429 1580 espatulenol 1,66 
37 29,611 1585 Oxido de cariofileno 1,41 
38 31,682 1641 iso-espatulenol 0,29 
  
 
Anexo B: Determinación de la actividad 
biológica del aceite esencial 
 
 
Tabla B-1: Determinación del espacio de cabeza de las cajas de Petri 
Caja Profundidad 
(cm) 
Diámetro 
interno (cm) 
Radio cm masa del 
agar (gr) 
Altura del 
agar (cm) 
1 1,250 8,925 4,463 14,521 0,114 
2 1,330 8,865 4,433 14,352 0,123 
3 1,320 8,890 4,445 14,423 0,116 
4 1,320 8,945 4,473 14,561 0,116 
5 1,435 8,905 4,453 14,389 0,122 
6 1,315 8,880 4,440 14,756 0,121 
7 1,335 8,935 4,468 14,879 0,118 
8 1,325 8,965 4,483 14,105 0,119 
9 1,220 8,955 4,478 14,258 0,124 
10 1,345 8,940 4,470 14,368 0,115 
11 1,315 8,860 4,430 14,352 0,124 
12 1,345 8,985 4,493 14,052 0,119 
13 1,350 8,940 4,470 14,789 0,120 
14 1,345 8,950 4,475 14,560 0,122 
15 1,425 8,975 4,488 14,587 0,117 
16 1,305 8,975 4,488 14,258 0,116 
Promedio 1,330 8,931 4,465 14,451 0,119 
Desviación estándar 0,052 0,040 0,020 0,234 0,003 
Intervalo de 
confianza (95 %) 
0,014 0,011 0,005 0,062 0,001 
tα = 0.05; n=16 = 2,131; n=16     
Espacio de cabeza  75,861cm3 
    
 
 
Tabla B-2: Determinación de la cantidad de aceite esencial en fase de vapor 
Volumen (µL) Masa (µg) Incertidumbre cantidad (µg) por unidad de volumen (cm3) Incertidumbre 
1 0,8895 0,0011 0,0117 9,2E-09 
2 1,779 0,0006 0,0235 1,2E-09 
4 3,558 0,0003 0,0469 3,0E-10 
8 7,116 0,0001 0,0938 3,4E-10 
16 14,232 0.0001 0,1876 6,4E-10 
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Tabla B-3: Curva de crecimiento para Sclerotinia sclerotiorum 
Días Testigo IC 0,0117 
µg/cm3 IC 
0,0235 
µg/cm3 IC 
0,0469 
µg/cm3 IC 
0,0938 
µg/cm3 IC 
0,1876 
µg/cm3 IC 
0 0,01 0,35 0,00 0,10 0,00 0,06 8,63 0,09 8,71 0,07 8,74 0,05 
2 24,80 2,92 0,00 4,33 17,83 2,57 18,33 2,23 21,53 0,68 21,58 1,73 
5 89,54 1,28 0,00 4,33 17,83 2,57 18,33 2,23 21,53 0,68 21,58 1,73 
6 
  
0,00 4,33 17,83 2,57 18,33 2,23 21,53 0,68 21,58 1,73 
8 
  
0,00 4,33 17,83 2,57 18,33 2,23 21,53 0,68 21,58 1,73 
10 
   
4,33 17,83 2,57 18,33 2,23 21,53 0,68 21,58 1,73 
 
Tabla B-4: Curva de crecimiento para Botrytis cinerea 
Días Testigo IC 0,0117 
µg/cm3 IC 
0,0235 
µg/cm3 IC 
0,0469 
µg/cm3 IC 
0,938 
µg/cm3 IC 
0,1876 
µg/cm3 IC 
0 0,00 0,13 0,00 0,49 0,00 0,27 0,00 0,12 8,63 0,06 8,75 0,09 
2 19,33 0,54 3,47 0,31 0,00 0,27 0,00 0,07 8,63 0,06 8,75 0,09 
5 71,26 3,08 13,71 1,34 0,99 0,68 0,00 0,07 8,63 0,06 8,75 0,09 
6 80,72 1,19 19,45 1,68 2,95 0,43 0,00 0,07 8,63 0,06 8,75 0,09 
8 
  
29,56 2,13 7,68 1,13 0,00 0,07 8,63 0,06 8,75 0,09 
10 
  
40,41 0,83 13,19 1,85 0,00 0,07 8,63 0,06 8,75 0,09 
12 
  
54,32 1,89 19,13 1,79 0,00 0,07 8,63 0,06 8,75 0,09 
16 
  
79,91 1,71 31,53 2,35 0,00 0,07 8,63 0,06 8,75 0,09 
 
Tabla B-5: Curva de crecimiento para Alternaria alternata 
Día
s 
Testigo IC 0,0117 
µg/cm3 
IC 0,0235 
µg/cm3 
IC 0,0469 
µg/cm3 
IC 0,0938 
µg/cm3 
IC 0,1876 
µg/cm3 
IC 
0 0,00 0,15 0,00 0,12 0,00 0,06 0,01 0,14 0,00 0,10 0,00 0,10 
2 8,05 1,77 2,75 1,35 0,30 0,67 0,01 0,14 0,00 0,10 0,00 0,10 
5 28,55 4,40 14,73 2,89 9,95 1,18 4,60 1,20 0,00 0,10 0,00 0,10 
6 37,15 2,73 20,89 2,75 13,88 0,99 7,33 1,77 0,00 0,10 0,00 0,10 
8 52,88 2,31 33,94 2,52 23,13 1,56 14,41 1,75 0,00 0,10 0,00 0,10 
10 67,54 2,51 46,59 2,26 34,38 2,00 22,33 3,24 1,28 0,83 0,00 0,10 
12 81,54 1,04 58,89 3,25 44,60 2,41 30,67 2,24 5,50 2,24 0,00 0,10 
16 81,54 1,04 80,88 0,89 65,28 2,41 46,56 3,10 14,29 1,70 0,00 0,10 
 
 
 
  
 
Anexo C: Eficiencia y porcentaje de carga 
 
 
Tabla C-1: Curva de calibración 
ppm Neral (Área) Geranial (Área) Citral (Área) 
5 52777 84429 137206 
25 202252 327350 529602 
50 521167 835565 1356732 
100 987188 1576331 2563519 
150 1527667 2440776 3968443 
250 2635164 4213570 6848734 
300 3167092 5047633 8214725 
500 4792214 7640292 12432506 
 
Ecuación: Á\@` = 25850 × 7d\`F	(eef) 
Coeficiente de correlación lineal (r2): 0,9952 
Tabla C-2: Determinación de la eficiencia de carga para dos lotes  
Muestras 
Lote 1 tr1 
Neral 
(área) tr2 
Geranial 
(área) 
Citral 
(área) ppm 
Factor de 
dilución (5X) 
% de 
Eficiencia 
A1 ND ND ND ND 
    
B1 ND ND ND ND 
    
C1 19,767 5212530 21,028 6905263 12117793 469 2344 88,28 
D1 19,762 2060172 21,021 3789682 5849854 226 1132 92,46 
E1 19,763 81067 21,022 1295835 1376902 53 266 94,67 
F1 19,762 156886 21,021 2492439 2649325 102 512 94,88 
         
Muestras 
Lote 2 tr1 
Neral 
(área) tr2 
Geranial 
(área) 
Citral 
(área) ppm 
Factor de 
dilución (5X) 
% de 
Eficiencia 
A2 ND ND ND ND 
    
B2 ND ND ND ND 
    
C2 19,767 4850730 21,028 6215455 11066185 428 2141 89,30 
D2 19,762 2345879 21,021 2912547 5258426 203 1017 93,22 
E2 19,763 60676 21,022 1095457 1156133 45 224 95,53 
F2 19,762 176465 21,021 2074589 2251054 87 435 95,65 
ND: No detectado 
Tabla C-3: Cálculo de la eficiencia de carga de las formulaciones C-F 
Formulación % Eficiencia Desviación IC 
C 88,79 0,72 2,19 
D 92,84 0,54 1,64 
E 95,10 0,60 1,84 
F 95,26 0,55 1,66 
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Tabla C-4: Determinación del porcentaje de carga 
Formulación 
 
micropartículas masa total masa final Pérdida %carga E carga 
A (0%) 0,2529 4,3030 4,3018 0,0012 0,48 
 
B (0%) 0,2732 4,3459 4,3435 0,0024 0,88 
 
C (20%) 0,2667 4,3981 4,3509 0,0472 17,70 94,77 
D (15%) 0,2548 4,3566 4,3221 0,0345 13,54 96,71 
E (5%) 0,2725 4,3140 4,3018 0,0122 4,48 95,84 
F (10%) 0,2518 4,4061 4,3831 0,0230 9,14 97,80 
Formulación micropartículas masa total masa final Pérdida %carga E carga 
A (0%) 0,2563 4,3125 4,3112 0,0013 0,51 
 
B (0%) 0,2624 4,3518 4,3501 0,0017 0,65 
 
C (20%) 0,2747 4,3723 4,3224 0,0499 18,17 97,29 
D (15%) 0,2848 4,3184 4,2805 0,0379 13,31 95,04 
E (5%) 0,2515 4,3329 4,3216 0,0113 4,49 96,18 
F (10%) 0,2505 4,3287 4,3058 0,0229 9,14 97,86 
Formulación micropartículas masa total masa final Pérdida %carga E carga 
A (0%) 0,2546 4,3218 4,3210 0,0008 0,31 
 
B (0%) 0,2562 4,3795 4,3779 0,0016 0,63 
 
C (20%) 0,2784 4,3745 4,3233 0,0512 18,39 95,26 
D (15%) 0,2634 4,3923 4,3561 0,0362 13,74 98,16 
E (5%) 0,2712 4,3197 4,3070 0,0127 4,68 100,23 
F (10%) 0,2597 4,8912 4,8634 0,0278 10,71 96,08 
Formulación micropartículas masa total masa final Pérdida %carga E carga 
A (0%) 0,2492 4,3378 4,3371 0,0007 0,28 
 
B (0%) 0,2745 4,3264 4,3252 0,0012 0,44 
 
C (20%) 0,2532 4,3465 4,3012 0,0453 17,89 95,82 
D (15%) 0,2594 4,3363 4,3000 0,0363 13,99 97,81 
E (5%) 0,2615 4,3125 4,2995 0,0130 4,97 98,26 
F (10%) 0,2576 4,3254 4,3011 0,0243 9,43 99,39 
 
Tabla C-5: Cálculo del porcentaje de carga 
Formulación %Carga desviación IC 
A 0,39 0,11 0,18 
B 0,65 0,18 0,29 
C 18,04 0,30 0,48 
D 13,65 0,29 0,46 
E 4,66 0,23 0,37 
F 9,6 0,75 1,19 
 
Taba C-6: Eficiencia de carga   
Formulación %EA desviación IC 
C 95,79 1,09 1,74 
D 96,93 1,41 2,24 
E 97,63 2,04 3,24 
F 97,78 1,35 2,15 
 
 
 
 
  
 
Anexo D: Perfil de liberación in-vitro 
Tabla D-1: Perfil de liberación de la formulación A 
 
 
Tabla D-2: Perfil de liberación de la formulación B  
t (h) B1 (1,9022g) %Pérdida masa B2 (2,0893g) %Pérdida masa B3 (1,9952g) %Pérdida masa B4 (1,9328g) %Pérdida masa promedio PM Desviación PM IC PM 
0 9,8307 
 
10,2536 
 
10,4521 
 
10,1345 
    
0,25 9,8300 0,04 10,2496 0,20 10,4513 0,04 10,1334 0,06 0,08 0,07 0,12 
0,5 9,8289 0,10 10,2478 0,28 10,4492 0,15 10,1323 0,11 0,16 0,08 0,13 
1 9,8278 0,15 10,2462 0,36 10,4478 0,22 10,1305 0,21 0,23 0,09 0,14 
2 9,8270 0,20 10,2445 0,44 10,4462 0,30 10,1293 0,27 0,30 0,10 0,16 
3 9,8263 0,23 10,2415 0,58 10,4453 0,34 10,1281 0,33 0,37 0,15 0,23 
4 9,8256 0,27 10,2409 0,61 10,4448 0,37 10,1273 0,37 0,40 0,14 0,23 
6 9,8226 0,43 10,2397 0,67 10,4445 0,38 10,1262 0,43 0,48 0,13 0,20 
10 9,8200 0,57 10,2389 0,70 10,4414 0,54 10,1254 0,47 0,57 0,10 0,16 
12 9,8201 0,56 10,2387 0,71 10,4402 0,60 10,1258 0,45 0,58 0,11 0,17 
24 9,8200 0,57 10,2387 0,71 10,4402 0,60 10,1254 0,47 0,59 0,10 0,16 
48 9,8201 0,56 10,2388 0,71 10,4405 0,59 10,1254 0,47 0,58 0,10 0,16 
 
 
 
 
t (h) A1 (1,8077g) %Pérdida masa A2  (1,95249g) % Pérdida masa A3 (1,8933g) % Pérdida masa A4 (1,9435g) % Pérdida masa Promedio PM Desviación PM IC PM 
0 9,5784  9,6283  9,7222  9,8412     
0,25 9,5775 0,05 9,6280 0,02 9,7197 0,13 9,8400 0,06 0,06 0,05 0,08 
0,5 9,5772 0,07 9,6222 0,31 9,7182 0,21 9,8390 0,11 0,18 0,11 0,17 
1 9,5769 0,08 9,6221 0,32 9,7179 0,23 9,8372 0,21 0,21 0,10 0,15 
2 9,5762 0,12 9,6219 0,33 9,7175 0,25 9,8362 0,26 0,24 0,09 0,14 
3 9,5755 0,16 9,6209 0,38 9,7172 0,26 9,8357 0,28 0,27 0,09 0,14 
4 9,5750 0,19 9,6212 0,36 9,7169 0,28 9,8354 0,30 0,28 0,07 0,12 
6 9,5747 0,21 9,6217 0,34 9,7162 0,32 9,8349 0,32 0,30 0,06 0,10 
10 9,5738 0,26 9,6207 0,39 9,7148 0,39 9,8345 0,35 0,34 0,06 0,10 
12 9,5734 0,28 9,6205 0,40 9,7148 0,39 9,8344 0,35 0,35 0,06 0,09 
24 9,5734 0,28 9,6205 0,40 9,7148 0,39 9,8345 0,35 0,35 0,06 0,09 
48 9,5734 0,28 9,6205 0,40 9,7148 0,39 9,8344 0,35 0,35 0,06 0,09 
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Tabla D-3: Perfil de liberación de la formulación C 
 t    
(h) 
C1 
(1,7742g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
C2 
(1,9854g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
C3 
(2,2316g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
C4 
(2,1236g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
promedio 
PM 
Desviación 
PM 
IC 
PM 
promedio 
MA 
Desviación 
MA 
IC 
MA 
0 9,8729 
  
10,4245 
  
10,8974 
  
9,9845 
        
0,25 9,8298 2,43 13,47 10,3697 2,76 15,30 10,8387 2,63 14,58 9,9284 2,64 14,64 2,62 0,14 0,22 14,50 0,76 1,21 
0,5 9,8032 3,93 21,78 10,3458 3,96 21,97 10,8103 3,90 21,64 9,9005 3,96 21,93 3,94 0,03 0,04 21,83 0,15 0,24 
1 9,7864 4,88 27,03 10,3292 4,80 26,61 10,7921 4,72 26,16 9,8894 4,48 24,82 4,72 0,17 0,27 26,15 0,95 1,52 
2 9,7792 5,28 29,28 10,3145 5,54 30,71 10,7692 5,74 31,85 9,8583 5,94 32,93 5,63 0,28 0,45 31,19 1,57 2,49 
3 9,7602 6,35 35,21 10,2994 6,30 34,93 10,7658 5,90 32,69 9,8532 6,18 34,27 6,18 0,20 0,32 34,28 1,13 1,79 
4 9,7498 6,94 38,46 10,2941 6,57 36,41 10,7508 6,57 36,42 9,8417 6,72 37,28 6,70 0,18 0,28 37,14 0,97 1,54 
6 9,7364 7,69 42,65 10,2718 7,69 42,60 10,7328 7,38 40,89 9,8328 7,14 39,60 7,48 0,27 0,43 41,44 1,48 2,36 
10 9,7145 8,93 49,49 10,2492 8,83 48,94 10,7044 8,65 47,94 9,8095 8,24 45,68 8,66 0,30 0,48 48,01 1,68 2,68 
12 9,7106 9,15 50,71 10,2447 9,06 50,20 10,7002 8,84 48,98 9,8021 8,59 47,61 8,91 0,25 0,40 49,38 1,38 2,20 
24 9,6788 10,94 60,64 10,2114 10,73 59,50 10,6716 10,12 56,09 9,7585 10,64 58,99 10,61 0,35 0,56 58,81 1,94 3,08 
48 9,6363 13,34 73,92 10,1591 13,37 74,10 10,6078 12,98 71,94 9,7043 13,19 73,14 13,22 0,18 0,28 73,27 0,98 1,57 
 
Tabla D-4: Perfil de liberación de la formulación D 
 t    
(h) 
D1 
(2,1023g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
D2 
(1,5897g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
D3 
(1,5623g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
D4 
(1,9887g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
promedio 
PM 
Desviación 
PM 
IC 
PM 
promedio 
MA 
Desviación 
MA 
IC 
MA 
0 10,4568 
  
10,3652 
  
10,6541 
  
10,2654 
        
0,25 10,4332 1,12 8,23 10,3442 1,32 9,68 10,6353 1,20 8,82 10,2436 1,10 8,04 1,19 0,10 0,16 8,69 0,74 1,18 
0,5 10,4204 1,73 12,69 10,3391 1,64 12,04 10,6215 2,09 15,30 10,2249 2,04 14,93 1,87 0,22 0,35 13,74 1,62 2,57 
1 10,4098 2,24 16,39 10,3292 2,26 16,60 10,6193 2,23 16,33 10,2248 2,04 14,97 2,19 0,10 0,16 16,07 0,75 1,19 
2 10,3959 2,90 21,24 10,3215 2,75 20,15 10,6111 2,75 20,18 10,2118 2,70 19,76 2,77 0,09 0,14 20,33 0,63 1,01 
3 10,3824 3,54 25,95 10,3098 3,48 25,55 10,6023 3,32 24,31 10,1963 3,47 25,47 3,45 0,10 0,15 25,32 0,71 1,12 
4 10,3785 3,72 27,31 10,3083 3,58 26,24 10,5978 3,60 26,42 10,1884 3,87 28,39 3,69 0,13 0,21 27,09 0,98 1,56 
6 10,3765 3,82 28,00 10,2998 4,11 30,16 10,5891 4,16 30,50 10,1798 4,30 31,56 4,10 0,20 0,32 30,06 1,49 2,37 
10 10,3603 4,59 33,65 10,2852 5,03 36,89 10,5752 5,05 37,03 10,1678 4,91 35,98 4,90 0,21 0,34 35,89 1,56 2,48 
12 10,3498 5,09 37,31 10,2795 5,39 39,52 10,5712 5,31 38,90 10,1598 5,31 38,93 5,27 0,13 0,21 38,67 0,95 1,51 
24 10,3178 6,61 48,47 10,2597 6,64 48,65 10,5555 6,31 46,27 10,1436 6,12 44,90 6,42 0,25 0,39 47,07 1,81 2,88 
48 10,2845 8,20 60,09 10,2315 8,41 61,66 10,5278 8,08 59,27 10,1023 8,20 60,13 8,22 0,14 0,22 60,29 1,00 1,59 
 
Tabla D-5: Perfil de liberación de la formulación E 
 t    
(h) 
E1 
(1,5623g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
E2 
(1,9847g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
E3 
(1,8925g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
E4 
(2,0050g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
promedio 
PM 
Desviación 
PM 
IC 
PM 
promedio 
MA 
Desviación 
MA 
IC 
MA 
0 10,2352 
  
10,2658 
  
9,4523 
  
9,9874 
        
0,25 10,2327 0,16 3,43 10,2628 0,15 3,24 9,4491 0,17 3,63 9,9841 0,16 3,53 0,16 0,01 0,01 3,46 0,16 0,26 
0,5 10,2324 0,18 3,85 10,2621 0,19 4,00 9,4486 0,20 4,20 9,9838 0,18 3,85 0,19 0,01 0,01 3,97 0,16 0,26 
1 10,2312 0,26 5,49 10,2604 0,27 5,84 9,4474 0,26 5,56 9,9824 0,25 5,35 0,26 0,01 0,02 5,56 0,20 0,33 
2 10,2298 0,35 7,42 10,2591 0,34 7,24 9,4457 0,35 7,48 9,9804 0,35 7,49 0,35 0,01 0,01 7,41 0,12 0,18 
3 10,2291 0,39 8,38 10,2577 0,41 8,76 9,4445 0,41 8,84 9,9795 0,39 8,46 0,40 0,01 0,02 8,61 0,23 0,36 
4 10,2277 0,48 10,30 10,2564 0,47 10,16 9,4436 0,46 9,87 9,9779 0,47 10,17 0,47 0,01 0,01 10,12 0,18 0,29 
6 10,2269 0,53 11,40 10,2554 0,52 11,24 9,4415 0,57 12,25 9,97667 0,54 11,48 0,54 0,02 0,03 11,59 0,45 0,71 
10 10,2244 0,69 14,83 10,2523 0,68 14,60 9,4395 0,68 14,51 9,9736 0,69 14,77 0,68 0,01 0,01 14,68 0,15 0,24 
12 10,2225 0,81 17,44 10,2507 0,76 16,33 9,4378 0,77 16,44 9,9724 0,75 16,05 0,77 0,03 0,05 16,57 0,61 0,97 
24 10,2185 1,07 22,94 10,2455 1,02 21,95 9,4325 1,05 22,45 9,9677 0,98 21,08 1,03 0,04 0,06 22,11 0,79 1,26 
48 10,2125 1,45 31,18 10,2337 1,62 34,71 9,4235 1,52 32,66 9,9562 1,56 33,39 1,54 0,07 0,11 32,98 1,47 2,34 
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Tabla D-6: Perfil de liberación de la formulación F 
 t    
(h) 
F1 
(1,9874g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
F2 
(1,6542g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
F3 
(1,3425g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
F4 
(2,2456g) 
%Pérdida 
masa 
%masa 
acumulativa 
promedio 
PM 
Desviación 
PM 
IC 
PM 
promedio 
MA 
Desviación 
MA 
IC 
MA 
0 9,5687 0,00 0,00 10,2568 0,00 0,00 10,2356 0,00 0,00 9,9541 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
0,25 9,5607 0,40 4,19 10,2501 0,41 4,22 10,2302 0,40 4,19 9,9442 0,44 4,59 0,41 0,02 0,03 4,30 0,20 0,31 
0,5 9,5588 0,50 5,19 10,2478 0,54 5,67 10,2282 0,55 5,74 9,9419 0,54 5,66 0,53 0,02 0,04 5,56 0,25 0,40 
1 9,5548 0,70 7,29 10,2445 0,74 7,75 10,2261 0,71 7,37 9,9381 0,71 7,42 0,72 0,02 0,03 7,46 0,20 0,32 
2 9,5522 0,83 8,65 10,2425 0,86 9,00 10,2234 0,91 9,47 9,9345 0,87 9,09 0,87 0,03 0,05 9,05 0,34 0,53 
3 9,5514 0,87 9,07 10,2401 1,01 10,52 10,2201 1,15 12,03 9,9289 1,12 11,69 1,04 0,13 0,20 10,82 1,34 2,13 
4 9,5467 1,11 11,53 10,2382 1,12 11,71 10,2178 1,33 13,81 9,9259 1,26 13,08 1,20 0,11 0,17 12,53 1,10 1,75 
6 9,5401 1,44 14,99 10,2312 1,55 16,12 10,2152 1,52 15,83 9,9213 1,46 15,21 1,49 0,05 0,08 15,54 0,53 0,84 
10 9,5315 1,87 19,50 10,2274 1,78 18,51 10,2098 1,92 20,02 9,9155 1,72 17,91 1,82 0,09 0,15 18,98 0,95 1,51 
12 9,5275 2,07 21,59 10,2226 2,07 21,54 10,2085 2,02 21,03 9,9124 1,86 19,34 2,00 0,10 0,16 20,88 1,05 1,67 
24 9,5176 2,57 26,78 10,2146 2,55 26,57 10,2015 2,54 26,46 9,8905 2,83 29,50 2,62 0,14 0,22 27,33 1,45 2,31 
48 9,4969 3,61 37,63 10,1944 3,77 39,29 10,1847 3,79 39,49 9,8659 3,93 40,91 3,78 0,13 0,21 39,33 1,34 2,14 
 
Tabla D-7: Perfil de liberación para el aceite esencial (AE) 
t (h) 
 
AE1 (0,3006g) %Pérdida AE2 (0,2997g) %Pérdida AE3 (0,3011g) %Pérdida AE4 (0,3045g) %Pérdida promedio MA Desviación MA IC MA 
0 2,5623 0,00 2,4562 0,00 2,2659 0,00 2,3256 0,00 0,00 0,00 0,00 
0,25 2,5012 20,33 2,3956 20,22 2,2112 18,17 2,2723 17,50 19,05 1,43 2,28 
0,5 2,4163 48,57 2,3125 47,95 2,1221 47,76 2,1903 44,43 47,18 1,86 2,96 
1 2,3744 62,51 2,2763 60,03 2,0812 61,34 2,1354 62,46 61,58 1,17 1,86 
2 2,3415 73,45 2,2346 73,94 2,0436 73,83 2,1023 73,33 73,64 0,29 0,46 
3 2,3126 83,07 2,2145 80,65 2,0215 81,17 2,0816 80,13 81,25 1,28 2,04 
4 2,2995 87,43 2,2015 84,98 2,0122 84,26 2,0723 83,19 84,96 1,80 2,86 
6 2,2889 90,95 2,1933 87,72 2,0023 87,55 2,0579 87,91 88,53 1,62 2,58 
10 2,2805 93,75 2,1705 95,33 1,9834 93,82 2,0436 92,61 93,88 1,12 1,77 
12 2,2748 95,64 2,1705 95,33 1,9808 94,69 2,0381 94,42 95,02 0,56 0,90 
24 2,2698 97,31 2,1623 98,06 1,9714 97,81 2,0306 96,88 97,51 0,53 0,84 
48 2,2697 97,34 2,1623 98,06 1,9714 97,81 2,0306 96,88 97,52 0,52 0,83 
 
           
            
            
            
            
            
            
            
            
            
            

  
 
            
            
 
Anexo E: Difracción de rayos X  
 
 
 
 
Figura E-1: Difractogramas del alcohol estearílico y de las formulaciones A, B, C, D, E y F al primer mes de 
almacenamiento. Las gráficas a la derecha muestran una ampliación de las reflexiones más intensas donde 
se pueden apreciar la desaparición de las señales características del alcohol estearílico en todas las 
formulaciones. 
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Figura E-1 (continuación): Difractogramas del alcohol estearílico y de las formulaciones A, B, C, D, E y F al 
primer mes de almacenamiento. Las gráficas a la derecha muestran una ampliación de las reflexiones más 
intensas donde se pueden apreciar la desaparición de las señales características del alcohol estearílico en 
todas las formulaciones. 
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